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(57) Abstract 

Nucleic acid molecules code for fusion proteins which contain at least one effector module, a processing module and a targeting 
module. The disclosed nucleic acid molecules preferably further contain a modulator module and/or an affinity module. Also disclosed are 
vectors containing these nucleic acid molecules, hosts transformed by the disclosed vectors, fusion proteins coded by the disclosed nucleic 
acids or produced by the disclosed hosts, and medicaments which contain the disclosed polypeptides or vectors. These medicaments are 
particularly significant for the therapy of diseases associated with a pathological reproduction and/or increased activity of cell populations. A 
temporary, abrupt and strong proliferation, infiltration and immune activity of cells of the immune system is found in auto-immune diseases 
and allergies, the specificity of these immune cells being due to their reaction to a particular antigen or allergen. These medicaments may 
also be advantageously used for treating tumours. The disclosed polypeptides and vectors can be used to develop medicaments and to test 
toxin activity-modulating factors. The invention thus also concerns corresponding processes, uses and kits. The modules, with the exception 
of the affinity and targeting modules, are preferably coded by nucleic acids extracted or derived from the mistletoe lectin proprotein coding 
sequence. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Nukleinsauremolekule, die Fusionsproteine codieren, die als Komponenten mindestens ein Effektormodul, ein 
Prozessierungsmodul und ein Targetingmodul enthalten. Vorzugsweise codieren die erfindungsgemaBen Nukleinsauremolekule femer ein 
Modulatormodul und/oder ein Affinitatsmodul. Die Erfindung betrifft femer Vektoren, die diese Nukleinsauremolekule enthalten, Wirte, 
die mit den erfindungsgemaBen Vektoren transformiert sind, Fusionsproteine, die von den erfindungsgemaBen Nukleinsauren codiert oder 
von den erfindungsgemaBen Wirten produziert werden sowie Arzneimittel, die die erfindungsgemaBen Polypeptide oder Vektoren enthalten. 
Diese Arzneimittel haben besondere Bedeutung bei solchen Erkrankungen, die auf der pathologischen Vermehrung und/oder der erhohten 
Aktivitat von Zellpopulationen beruhen. Eine vortlbergehende, schubartige starke Proliferation, Infiltration und Immunaktivitat von Zellen 
des Immunsystems findet man bei Autoimmunerkrankungen und Allergien, wobei die Spezifitat dieser Immunzellen auf der Reaktion auf 
jeweils bestimmte Antigene bzw. Allergene beruht. Femer konnen solche Arzneimittel auch vorteilhaft zur Tumortherapie eingesetzt 
werden. Die in dieser Erfindung beschriebenen Polypeptide und Vektoren konnen zur Entwicklung von Arzneimitteln und zur Testung von 
Toxinaktivitat modulierenden Faktoren eingesetzt werden. Somit betrifft die Erfindung femer entsprechende Verfahren, Verwendungen und 
Kits. Vorzugsweise werden die Module mit Ausnahme des Affinitats- und des Targetingmoduls von Nukleinsauren codiert, die aus der das 
Mistellektin-Proprotein codierenden Seque nz s tarn men oder davon abgeleitet sind. 
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Rekombinante Fusionsproteine auf der Basis Ribosomen-inaktivierender Pro- 

teine der Mistel Viscum album 

Die Erfindung betriffi Nukleinsauremolekule, die Fusionsproteine codieren, die als 
Komponenten mindestens ein Effektormodul, ein Prozessierungsmodul und ein Tar- 
getingmodul enthalten. Vorzugsweise codieren die erfindungsgemSGen Nuklein- 
sauremolekule ferner ein Modulatormodul und/oder ein Affinitatsmodul. Die Erfindung 
betriffi ferner Vektoren, die diese Nukleinsauremolekule enthalten, Wide, die mit den 
erfindungsgemafien Vektoren transformiert sind, Fusionsproteine, die von den er- 
findungsgemafien Nukleinsauren codiert Oder von den erfindungsgemafien Wirten 
produziert werden sowie Arzneimittel, die die erfindungsgemafien Polypeptide Oder 
Vektoren enthalten. Diese Arzneimittel haben besondere Bedeutung bei solchen Er- 
krankungen, die auf der pathologischen Vermehrung und/oder der erhohten Aktivitat 
von Zellpopulationen beruhen. Eine vorubergehende, schubartige starke Prolifera- 
tion, Infiltration und Immunaktivitat von Zellen des Immunsystems findet man bei 
Autoimmunerkrankungen und Allergien, wobei die Spezifitat dieser Immunzellen auf 
der Reaktion auf jeweils bestimmte Antigene bzw. Allergene beruht. Ferner konnen 
solche Arzneimittel auch vorteilhaft zur Tumortherapie eingesetzt werden. Die in die- 
s e r Erfindu n g besehfiebeffefH 3 o{yp t j p iidti und Ve kto ren konnen zur bntwicklung von 



Arzneimitteln und zur Testung von Toxinaktivitat modulierenden Faktoren eingesetzt 
werden. Somit betriffi die Erfindung ferner entsprechende Verfahren, Verwendungen 
und Kits. Vorzugsweise werden die Module mit Ausnahme des Affinitats- und des 
Targetingmoduls von Nukleinsauren codiert, die aus der das Mistellektin-Proprotein 
codierenden Sequenz stammen oder davon abgeleitet sind. 

Die medizinische Forschung hat in den letzten Jahren ein breites Spektrum von Er- 
krankungen aufgedeckt, die durch VerSnderung oder Entartung von korpereigenen 
Zellen hervorgerufen werden, was sich z. B. in einer zellspezifischen oder verander- 
ten Rezeptorausstattung widerspiegelt. Eine verbreitete Strategie zur Entwicklung 
von Therapieansatzen grundet sich auf das Prinzip, eine zellabtotende Substanz, die 
von sich aus nicht in der Lage ist, in das Zellinnere einzudringen, mit einer zweiten 
nicht-toxischen Substanz - die dafur in der Lage ist, iiber die Bindung an ein Oberfla- 
chenprotein ins Zellinnere einzudringen - zu koppeln. Je zelltypspezifischer das Tar- 
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getingmolekul ist, desto selektiver lassen sich pathogene Zellen abtoten, ohne ge- 
sunde Zellen zu schadigen. Solche zelltypspezifischen toxischen Fusionsproteine 
werden in Form sogenannter Immuntoxine und Mitotoxine (Vitetta et al., 1987; Lam- 
bert et al., 1988; Lappi et al., 1990; Pastan et al., 1991; Ramakrishnan et al., 1992; 
Pastan et al., 1992; Brinkman, 1996) zur selektiven Abtotung von Tumorzellen einge- 

setzt. 

Bekannte Beispiele zellabtotender Komponenten sind die bakteriellen Toxine Diphte- 
rietoxin (Collier, 1988), Pseudomonas Exotoxin (Pastan et al.. 1989) und Tetanus 
Toxin (Brinkmann, 1996). sowie pflanzliche ribosomeninaktivierende Proteine (RIP) 
(Barbieri et al.. 1993). Bei den pflanzlichen Toxinen unterscheidet man Typ I RIPs 
wie z. B. Gelonin oder Saporin, die aus einer einzigen toxischen Domane bestehen. 
und Typ ll-RIPs (zu denen auch das Mistellektin zahlt), die eine zweite Domane mit 
zuckerbindenden Eigenschaften besitzen (Stirpe et al.. 1992; Barbieri et al.. 1993). 
Bekanntester Vertreter der letzteren Gruppe ist das Ricin. Die Entfaltung der toxi- 
schen Wirkung setzt einen komplexen Aufnahme- und Prozessierungsweg voraus: 
nach rezeptorvermittelter Aufnahme, Transport uber "Clathrin-coated" Vesikel in En- 
dosomen (Nicolson, 1974) erfolgt die Prozessierung/Freisetzung der Toxin-Kompo- 
nente aus dem Fusionsprotein als Voraussetzung fur die Translokation in das 
Cytoplasma. Dort entfaltet das Toxin seine toxische Wirkung und totet die Zelle ab. 
Mistellektin ist als potenter Apoptoseinduktor beschrieben (Janssen et al, 1996). Die- 
se Eigenschaft ist wiederum vom Zusammenwirken von A-und B-Kette abhangig. 
wobei die RIP-Aktivitat unverzichtbar ist. Die Zytotoxizitat von Mistellektin ist konzen- 
trations- und zeitabhangig apoptotischer oder nekrotischer Natur. Werden hohe Kon- 
zentrationen bzw. Dosierung angewendet. ist ein nekrotischer Zelltod zu beobachten. 
Das gleiche trifft fur moderat-toxische Konzentrationen zu, die jedoch uber einen 
Zeitraum grolier 24 h appliziert werden. Im Zeitraum weniger Stunden oder bei nied- 
rigen Konzentrationen ist die Art des ML-induzierten Zelltodes die Apoptose; dies 
wurde bei verschiedenen Zelltypen festgestellt (MOLT-4, THP-1, PBMC) (Meckel et 

al. 1997). 

Zu den anfanglichen Versuchen, ein Toxin mit einem Targetingmolekul zu verbinden. 
zahlte die chemische Kopplung uber Thioether (Masuho et al.. 1982). Teilweise 
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kommt es durch die irreversible Kopplung jedoch zur Inaktivierung des Toxins (Vitetta 
et al., 1993). Daher verwendet man zumeist Kopplungsagentien, die zur Kopplung 
uber eine Disulfidbrucke fiihren, wie z. B. N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat 
(SPDP) (Carlsson et al., 1978; Jansen et al., 1982). Dabei mufJ man jedoch den 
Nachteil in Kauf nehmen, daft disulfidverbruckte Komponenten in vivo nur eine relativ 
geringe Stabilitat besitzen. Zudem wurde mit dieser proteinchemischen Modifikation 
oftmals ein starker Aktivitatsverlust beobachtet (Thorpe et al., 1981; Battelli et al., 
1990; Bolognesi et al., 1992). Ein weiterer gravierender Nachteil der chemischen 
Kopplung ist die Erzeugung eines inhomogenen Substanzgemisches, das die An- 
wendung aufwendiger Methoden zur Anreicherung des gewunschten Produktes nach 
sich zieht (Pastan, 1992). 

Urn das Problem der chemischen Kopplung zu umgehen, hat man mit der Entwick- 
lung von bifunktionellen Antikorpern begonnen, die mit der einen Bindestelle ein To- 
xin und mit der anderen eine Zielzelle binden konnen (Milstein et al., 1983; Webb et 
al M 1985; Glennie et al., 1988). Wahrend hierdurch eine einfache Freisetzung des 
Toxins im Zuge der Internalisierung ermoglicht wurde, zeigte sich bereits wahrend 
der Zirkulation im Blut eine partielle Dissoziation der Komplexe und daniit eine parti- 
elle unspezifische Toxizitat durch die Toxine. Daruber hinaus ist die Darstellnng Hpr 
bispezifischen Antikorper ein sehr aufwendiges Verfahren. Durch das hohe Moleku- 
largewicht dieser Konstrukte wird zudem das immunogene Potential erhoht, sowie 
die Tumorpenetration verschlechtert (Brinkmann, 1996). Des weiteren ist die Dar- 
stellung der bispezifischen Antikorper ein sehr aufwendiges Verfahren. 

Durch moderne molekularbiologische Methoden ist es in letzter Zeit gelungen, toxi- 
sche Proteine wie Diphterietoxin, Pseudomonas Exotoxin, Ricin oder Saporin zu klo- 
nieren (Greenfield et al M 1983; Gary et al., 1984; Lamb et al., 1985; Benatti et al M 
1989) und somit genetischen Fusionen mit Zieldomanen zuganglich zu machen. Mit 
der Verwendung von rekombinanten bakteriellen Toxinen konnten zwar betreffend 
ihrer Wirksamkeit medizinische Erfolge erzielt werden, die Verwendung dieser Toxine 
ist jedoch problematisch, da grofte Teile der Bevolkerung durch Schutzimpfungen 
immunisiert worden sind und so neutralisierende Antikorper gegen die Toxin-Kompo- 
nente besitzen (Brinkmann, 1996). Vorteilhaft ist daher die Anwendung pflanzlicher 
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Toxine, wie z.B. des Mistellektins oder des Ricins. Zur Entfaltung der toxischen Wir- 
kung (von Typ II RIPs bzw. rekombinanten Fusionsproteinen) ist jedoch die intrazel- 
lulare Freisetzung des Toxins/der Toxin-komponente entscheidend (Barbieri et al.. 
1993). Beispielsweise wurde die A-Kette des Ricins (Ricin A) zur rekombinanten 
Konstruktion von Mitotoxinen eingesetzt, wobei zwei rekombinante IL2-Ricin A Fusi- 
onsproteine konstruiert wurden, die sich in der Wahl der Linkersequenz unterschie- 
den haben. Das Konstrukt mit dem intrazellular proteasesensitiven Diphterietoxinloop 
ist cytotoxisch gegenuber CTLL-2-Zellen, wahrend die zweite Variante mit einer nicht 
intrazellular prozessierbaren Linkersequenz nicht cytotoxisch ist (Cook et al., 1993). 
Die Autoren nutzen hierbei die naturlicherweise in bakteriellen Toxinen vorkommen- 
den proteasesensitiven Sequenzen. Eine Ubertragung der Befunde auf andere To- 
xine als Effektormodul ist nicht oder nur eingeschrankt moglich. So mussen fur an- 
dere als die von Cook beschriebenen Toxine neue Aktivie- 
rungs/Prozessierungsmoglichkeiten geschaffen werden. Naturlicherweise werden 
Typ ll-RIPs in der Pflanze in Form RIP-inaktiver Pra-Pro-Proteine synthetisiert, und 
dann in speziellen Zellkompartimenten zu reifen Toxinen prozessiert (Lord, 1985). 
Gezeigt werden konnte die Translation von ProRicin-mRNA in Xenopus Oocyten 
(Westby et al., 1992). Dabei haben sich jedoch keine Anhaltspunkte fur eine in vivo 
Aktivierung des Pro-Proteins ergeben, was den Einsatz eines rekombinanten Pro- 
Ricins als Toxin ausscnliefit (Richardson et al., 1989). Auf der Basis dieser und an- 
derer Ergebnisse ist man daher davon ausgegangen, dafi die Prozessierung der Pro- 
Sequenzen der Typ ll-RIPs durch spezielle pflanzliche Proieasen erfotgt. und hat 
dieses Prinzip auch fur das Mistellektin angenommen (Hara-Nishimura et al., 1991). 

Bei der Suche nach einem geeigneten Toxin als Wirkstoff in Immuntoxinen wurde vor 
allem das Ricin untersucht. Auf Basis der A-Domane des Typ ll-RIPs Ricin (Ricin A) 
wurden eine ganze Reihe von Immuntoxinen hergestellt und zur Krebstherapie er- 
probt (Spitler et al., 1987; Shen et al., 1988; Byers et al., 1989; Vitetta et al., 1991). 
Eine nachteilige Eigenschaft von Ricin A ist jedoch, dafi es auch unspezifisch in Zel- 
len eindringen kann. so dafi es bei den meisten Patienten zu starken Nebenwirkun- 
gen, wie z.B. dem "vascular leak syndrome" kommt (Gould et al., 1989; Soer-Rodri- 
guez et al., 1993). Dariiber hinaus sind in einer weiteren Studie Arbeiten zum Einsatz 
von Saporin als Bestandteil von Immuntoxinen beschrieben worden. Diese Studie 
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befaBt sich mit dem Vergleich von biochemischer und rekombinanter Darstellungs- 
methode von Immun- bzw. Mitotoxinen, wobei das Typ l-RIP Saponin sowohl che- 
misch als auch durch Genfusion mit dem Mitogen "bFGF" gekoppelt wurde (Lapp, et 
al 1994) Die auf unterschiedlichen Wegen hergestellten Substanzen zeigen be.de 
die gleiche anti-Tumor-Wirksamkeit in in vitro- und in in wVo-Studien, wobei die Dar- 
steliung der rekombinanten Substanz wesentlich problemloser moglich ist. Allerdmgs 
wurde die intrazellulare Freisetzung des Toxins erst durch den nicht verallgeme.ner- 
baren Umstand ermdglicht, daft sich eine proteasesensitive Spaltstelle im verwen- 
deten Targetingmolekul bFGF befindet. Eine breite Anwendbarkeit der von den Auto- 
ren erbrachten Daten auf eine breite Palette von interessierenden Zielzellen er- 
scheint daher nicht moglich. 

Sun et al (1997) beschreiben ein chemisch-kovalentes Konjugat bestehend aus der 
Cholera Toxin B-Untereinheit (CTB) und dem Myelin Basic Protein (MBP), mit dem 
bei oraler Applikation von 50 ug Protein die EAE, das Tiermode.l der MS, effekt.v 
unterdruckt werden kann. Das Konjugat mit dem Toxin ist 50 bis 100-fach toxischer 
als das Antigen MBP al.eine. Die beiden Komponenten MBP und CTB warden jewe.ls 
aus der naturlichen Quelle isoliert. Dieser Ansatz zeigt, dali prinzipiell ein Town uber 
die Antigenerkennung an den Wirkort also zu den Targetzellen gebracht werden 



kann Jedoch beinhaltet die Herstellungswe.se d ^r-Konjqgate die boschriebe^ 
Schwierigkeiten der chemischen Kopplung und der Limitierung der Verfugbarke.t und 
gleichbleibenden Reinheit der Komponenten. 

Fusionsproteine wurden zur Anwendung als Vakzine beschrieben (Price. 1996). Da- 
zu wurden im Hefe-Expressionssystem Antigene an GM-CSF gekoppelt, urn die Im- 
munantwort zu stimulieren, wobei das jeweilige Antigen immer an den C-Term.nus 
des GM-CSF, wahlweise unter Einschub eines Linkers, gekoppelt wird. Die beschne- 
benen Fusionsproteine sind in ihrer Anwendnung limitiert auf die Stimulation von An- 
tigen-prasentierenden Zellen durch den Wachstumsfaktor GM-CSF und in ihrer Her- 
stellung auf die Expression in Hefe. 

Better et al (1995) beschreiben Fusionsproteine aus humanisierten Antikorpern und 
dem RIP Gelonin. Damit konnten die Autoren CD5 positive T- und B-Zellen targetie- 
ren Die Toxizitaten waren dabei sehr stark unterschiedlich je nach Orientierung und 
Art der Komponenten. PBMC aus 2 verschiedenen Spendern waren unempfindlich 
gegen Antikorper-Ricin A-Kette Fusionsproteine, jedoch sensitiv gegen solche Fusi- 
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onsproteine mit Gelonin als Toxin. Dies zeigt, daft die Auswahl eines geeigneten To 
xins entscheidend fur die Wirksamkeit eines Immunfusionsproteins sein kann. De 
Ansatz von Better et al. setzt jedoch die Verfugbarkeit von Antikorpergenen kodie- 
rend fur solche Antikorper, die eine spezifische Determinante von Targetzellen er- 
kennen. Diese Voraussetzungen sind jedoch gerade im Falle von autoreaktiven T- 
Zellen nicht unbedingt gegeben, da diese sich vielmehr uber ihre Antigen-Erkennung 
definieren. 

Ein anderer Ansatz, urn autoreaktive T-2ellen durch Prasentation ihres spezifischen 
Antigens unschadlich zu machen beruht auf einer Beladung von aus Milzzell-Mem- 
branen isolierten MHC-Molekiilen mit Antigenfragmenten, z.B. MBP-, HSP- und 
Acetylcholinrezeptorpeptiden (Spack et al., 1995). Durch die Prasentation des jeweil- 
gen Antigens ohne kostimulatorische Signale werden die T-Zellen anergisch, d.h. die 
Bindung des Antigens lost keine Proliferation aus, sondern die Zellen verbleiben irn 
Ruhezustand. Im Tiermodell der Autoimmunkrankheit Myastenia Gravis konnte mit 
einem solchen Protein-Komplex die Krankheitsprogression verhindert werden. Der 
Nachteil des Konzeptes der Anergie-lnduktion besteht in der nicht lang anhaltenden 
Wirkung, da das per se nicht toxische Antigen in geringen Mengen die Zelle nicht 
abtotet, sondern nur vorubergehend inhibiert. 

Allgemein fehlt im derzeitigen Stand der Technik ein modulares System geeigneter 
Effektor-, Prozessierungs-, Modulator-, Targeting- und Affinitatsmodule, das eine uni- 
verselle Anwendbarkeit in unterschiedlichen medizinischen Indikationen ermoglicht. 
Mit der Kenntnis von krankheitsrelevanten Zellpopulationen, insbesondere im Bereich 
der immunologisch kompetenten Zellen, ware es wunschenswert, diese gezielt be- 
einflussen bzw. ausschalten zu konnen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war somit, die aus dem Stand der Technik be- 
kannten Nachteile in der Konstruktion von Immuntoxinen zu beseitigen und gleich- 
zeitig sicherzustellen, daft die Immuntoxine ihre toxische Wirkung in einer breiten 
Palette von Zielzellen erst intrazellular entfalten. 



Die Losung dieser Aufgabe wird durch die in den Anspruchen gekennzeichneten 
Ausfuhrungsformen erzielt. 
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Die Erfindung betrifft demgemaft ein Nukleinsauremolekul, das ein Fusionsprotein 
codiert, das die folgenden Komponenten aufweist: 

(a) ein Effektormodul, das intrazellular cytotoxisch wirkt; 

(b) ein Prozessierungsmodul, das kovalent mil dem Effektormodul verbunden ist, 
und das eine Erkennungssequenz fur eine Protease aufweist; und 

(c) ein Targetingmodul, das kovalent mit den Prozessierungsmodul verbunden ist, 
und das spezifisch an die Oberflache einer Zelle bindet, wodurch die Internali- 
sierung des Fusionsproteins in die Zelle vermittelt wird, 

wobei das Effektormodul die Mistellektin A-Kette oder ein Fragment oder Derivat da- 
von umfafit und/oder das Prozessierungsmodul die Sequenz des Mistellektin-Pro- 
peptids oder ein Fragment oder Derivat da von, das proteotytisch spaltbar ist, umfafit. 

Unter dem Begriff "Modul" wird erfindungsgemafi ein Peptid verstanden, das von ei- 
ner DNA-Sequenz codiert wird und bestimmte funktionelle Eigenschaften aufweist. 
Diese funktionellen Eigenschaften begrunden sich aus der Primar-, Sekundar- 
und/oder Tertiarstruktur solcher Peptide und betreffen biochemische, molekulare, 
enzymatische, zellulare und/oder physiologische Funktionen. Ein erfindungsgemafies 
Modul zeichnet sich weiter dadurch aus, daft es auf DNA-Ebene gunstige Adaptoren 

aufwei st , d i e eine F usio ruafl-aods re . Mod uie-Jei c ht e ri a ub e ruupd-d-iese-Ada-ptQfse- — 

quenzen auf Peptidebene mit den Funktionen def Module nicht nachteilig interferie- 
ren. 

Durch den Begriff "Fusionsprotein" ist erfindungsgemafi festgeiegt, dafi es sich bei 
den erfindungsgemafien Nukleinsauren und den dadurch codierten Fusionsproteinen 
urn rekombinant hergestellte Molekule handelt. 

Unter dem Begriff ..Targetingmodul, das kovalent mit dem Processierungsmodul ver- 
bunden ist" werden erfindungsgemass auch solche Ausfiihrungsformen verstanden, 
in denen zwischen diesen beiden Modulen weitere Module oder Sequenzen kovalent 
eingelagert sind. In diesem Zusammenhang wird auf Fig. 10.c verwiesen, das eine 
derartige erfindungsgemasse Ausfuhrungsform darstellt: Dort ist das Targetingmodul 
mit dem Processierungsmodul uber ein Modulatormodul kovalent verbunden. Wichtig 
ist im Sinne dieser Erfindung, dass die Verknupfung von Processierungs- und Targe- 
tingmodul, mit oder ohne intermediare Sequenz, kovalenten Charakter hat. 
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Erfindungsgemafi besteht die Funktion des Effektormoduis in der Abtotung Oder 
nachhaltigen Veranderung der vitalen Prozesse von Zielzellen. Dies kann durch en- 
zymatische Aktivitaten des Effektormoduis ausgelost werden, indem physiologische 
intrazellulare Prozesse beeintrachtigt werden (z. B. Stoffwechsel-, insbesondere 
Energiestoffwechseiprozesse, molekulargenetische Prozesse, insbesondere Trans- 
lation, Transkription und Replikation und spezifische zellulare Kaskaden wie z. B. die 
Induktion apoptotischer Prozesse). In jedem Fall wird uber die intrazellulare Aktivitat 
des Effektormoduis eine Zielzelle in ihrem physiologischen Status, z. B. im Wachs- 
tumsverhalten, verandert, z. B. retardiert oder aber vollstandig abgetotet und ver- 
nichtet. Als ein bevorzugtes Beispiel fur ein geeignetes Effektormodul dient die re- 
kombinante A-Domane des Mistellektins (rMLA) oder ein intrazellular toxisches 
Fragment oder Derivat davon. Unter dem Begriff "Fragment" einer Mistellektin A- 
Kette wird erfindungsgemafS ein Peptid verstanden, das einen Teil der Aminosaure- 
sequenz dieser Kette aufweist und intrazellular toxische Aktivitat aufweist. Die Toxi- 
zitat mull nicht das gleiche Ausmali aufweisen wie bei der vollstandigen A-Kette. Ein 
Fragment kann beispielsweise durch proteolytische Spaltung der rekombinant herge- 
stellten A-Kette oder durch rekombinante Manipulation der die A-Kette codierenden 
Nukleinsaure und nachfolgende Expression erzeugt werden. Der Fachmannn weiss 
auf der Basis seiner allgemeinen Fachkenntnis und der Lehre dieser Erfindung, wie 
er in dieser Anmeldung.hier und spater genannten Fragmente rekombinant herstellen 
und auf Aktivitat testen kann. Die katalytische Aktivitat von rMLA besteht in der Depu- 
rinierung der 28S rRNA eukaryontischer Zellen. Der Einsatz von rMLA als Effektor- 
modul ist von besonderem Interesse, da es in therapeutischen Dosen den Zelltod 
vorwiegend durch Induktion von Apoptose herbeifuhrt, so dafi im Gegensatz zur Ne- 
krose die Entstehung von gewebsschadigenden Entzundungsreaktionen durch Frei- 
setzung von Zelltrummern und intrazellularen Zellbestandteilen weitgehend unter- 
bleibt. Der programmierte Zelltod (Apoptose) spielt u.a. eine Rolle bei der Regulation 
von Zellpopulationen des Immunsystems z.B. auch bei der Eliminierung von T-Zellen, 
die durch ihr spezifisches Antigen je nach Konzentration stimuliert oder "uberreizt" 
werden konnen. Dieses Phanomen stellt bei im Fall einer Autoimmunerkrankungen 
den naturlichen Mechanismus zur Eindammung der Autoimmunreaktion (Beendigung 
eines Schubes) dar (Schmied et al., 1993) und kann daher therapeutisch genutzt 
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werden, urn autoreactive T-Zellen durch Gabe bestimrmer Mengen des Autoan.igens 
in die Apoptose zu treiben (Gold et al„ 1997). 

Die Funktion der Prozessierungsmodule besteht erfindungsgema* zum einen in der 
kovalenten Verknupfung des Effektormoduls mit Modulator-, Targeting- oder Affini 
tatsmodulen zu einer Polypeptidkette. was eine rekombinante Darstellung der Fu 
s. 0n s P roteine erlaubt. Zum anderen zeichnen sie sich durch den Gehalt geeigneter 
Erkennungssequenzen fOr Proteasen aus. was die intrazellulare Freisetzung des Ef 
fektcrmoduls in der Zielzelle durch zelleigene Proteasen im Zuge der rezeptorver 
m.ttelten Endocytose in den Endosomen und Pralysosomen stattfinden iflQt Das 
Prozessierungsmodul des Mistellektins erfullt, beispielsweise bei C-terminaler Fusion 
an die rMLA, im Gegensatz zu entsprechenden Sequenzen in Propeptiden anderer 
pflanzlicher Typ M-RfPs wie z. B. des Ricins, uberraschenderweise sowohl die Vor 
aussetzungen zur intrazellularen Prozessierung durch endosomale Proteasen von 
Saugerzellen bzw. humanen Zellen, sowie rMLA-inaktivierende Eigenschaften im 
nfcht-prozessierten Zustand. Vorzugsweise sind die das Prozessierungsmodul spal 
tenden Proteasen Saugerproteasen. Besonders bevorzugt sind Proteasen menschli 
chen Ursprungs. Weiterhin ist bevorzugt, dass diese Proteasen intrazellular vorkom- 

mean 



Als Targetingmodule werden im Sinne der Erfindung alle Molekule auf Polypeptidba- 
s.s verstanden, die in der Lage sind, dem erfindungsgemafcen Fusionsprotein uber 
erne spezifische Affinitat zu einem Zelloberflachenprotein Zugang , n das Zellinnere 
zu verschaffen. Als Zielzellen eignen sich insbesondere Immunzellen des Blutes wie 
2. B. T-Lymphocyten, die uber ihre individuelle Rezeptorausstattung durch den Ein- 
satz geeigneter Targetingmodule diskriminiert werden konnen. Als Targetingmodule 
konnen Proteine. Proteinfragmente oder Peptide dienen. Beispielsweise konnte es 
s.ch hierbei urn MHC-bindende Peptide handeln, was sich zur selektiven Inaktivie- 
rung klonaler T-Zellinien, beispielsweise allergener T H 2-Zellinien, ausnutzen lielie. 

Mit der in der anhangigen europaischen Patentanmeldung mit der Anmeldenummer 
EP 95109949.8 beschriebenen Aufklarung der Nukleotidsequenz des Mistellektin 
Gens ist die Basis fur die vorliegende Erfindung geschaffen worden. Der Offenba- 
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run gsgebal. dieser Anme,dung is, exp,ici. durch Verwe.s in die vorliegende Anmel- 
dung Lrpober, Dure, die rekombinan.e VerfUgbarkei. des ProML-Gens wurde es 
mag ,ich. mi. einem fiexibien modu,aren Konzep. (exempianscb darges« „ F, 9 . 
10a -10 9 ) mi. uberrasobend geringem Aufwand neue lmmun.oxin-WirKs.offe m,« e,- 
nem brei.en SpeKrum an Zie,ze„s P ezi« a ,en zu erzeugen. 
Peptide als Targetingmodule. die insbesondere zur gezieKen B,ndung an T-Z*Re- 
eingeL werden KSnne, ermdgiicb. eine direk,e —be Synfnese er 
d azu jeweiis beno.ig.en DNA-Se<,uenz (die Bes.and.eil der enlndungsgemaften Nu- 
kieinsaure wird) was wesen.lich zeifsparender als z. B. die Kons.mK.ion gee,gne,er 
A Z I, an weiferer Vo rt ei, des e.ndungsge^en Konzep.s zur Hers*n g 
1 ne en nocbspeziflscben Toxinen gegenUber der Kbnrtrtfen von .mmun.ox.n n 

1 e Ti peziJber An,,k S rper b es,eb. in der —en Verbindung der Moduie 

2 ,s Prozessierungsmoduie, die eine exlrazeiiui.re Dissozia.,0 der Moduie ver- 
Itm sowie die in,az*, a re Preiser des Toxins ermegiicbe, , 3es we,eren 
le erfndungsgen* gefunde, da, sicb das na,r,icbe 

tins auf Grund seiner proteasesensitiven Eigenscbaften, welcbe fur d,e P opepbde 
n e Typ U-RiPs bisber niob, besobrieben worden sind. be^orragend ais Que 
; r geeignl Prozessierungsmoduie «r die Kons.ruk.ion der en 

Pus ons ro.eine eigne, Oberrascbend is. an diesem Befund ««^». 

zessierungsmodule pflanziicben Ursprungs auoh von nicb.-pfianzheben Profeasen 

erkann. werden . was ibren universellen Einsatz ermogHcht. 

Der Begriff "pflanzlichen Ursprungs" bedeute. im Sinne dieser ErMung eine Pep- 
Lea, n, die durch ein Nukieins—ekG, codier. wird, das zu Bere.oben es 
pflarlben Genoms bomoiog ist Oder ein Bes.and.ei, davon is, wobe, erne Homolo- 
^NukieinsauremolekOie durob Hybridisierung ub.er s,ingen.en Bed.ngungen 

gegeben ist. 

Ein weiterer Vorteil der Erfndung is, daft bei der Anwendung der enlndungsgema- 
Jn F ls P ro.eine keine Probieme durob diverse Scbufcimpfungen auf.re.en. w,e 
be immun und Mi.o.oxinen auf Basis bak,erie„er Toxine der Fai, is.. Verbesserfe 
Eigenscbaften zeig. rMLA a,s Ef.eK.or.odu, der erf-ndungsgemaften 
gegenOber dem bisber zur Kons.ruk.ion von i— Men am baufigs.en verwen- 
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deten Ricin A. Beim direkten Vergleich sind chemisch gekoppelte Immuntoxine auf 
MLA-Basis urn ein vielfaches wirksamer als diejenigen auf Ricin A-Basis. Dazu 
kommt, daft Ricin A sowie Immuntoxine auf Ricin A-Basis starke Nebenwirkungen 
durch ihre unspezifische Toxizitat zeigen, was fur MLA bisher nicht beschrieben wor- 
den ist. 

Ein anderer Vorzug der erfindungsgemafien Fusionsproteine ist die Moglichkeit de- 
ren rekombinanter Darstellung, die vorzugsweise in E. coli erfolgt. Diese bevorzugte 
Ausfuhrungsform der erfindungsgemalien Fusionsproteine ist somit frei von Glycosy- 
lierungen und wird daher nicht, wie die aus der Pflanze gewonnenen Toxine, von den 
Glycosidrezeptoren der Leberzellen gebunden. Dies fuhrt zu weniger Leberschaden 
bei gleichzeitig veriangerter Halbwertszeit im Blut und stellt daher eine starke Ver- 
besserung der therapeutischen Moglichkeiten dar. Pflanzliche Toxine sind namlich 
vorwiegend mit endstandigen Mannose-Resten glykosyliert, was zu einem raschen 
Abbau in der Leber fuhrt. Ein grofier Vorteil der rekombinanten Darstellung von Fu- 
sionsproteinen, z. B. in £. coli ist, daft diese Proteine keine Glykosylierung aufwei- 
sen, wodurch sich die unspezifische Toxizitat pflanzlicher Toxine auf nicht-paren- 
chymale Hepatozyten (Skilleter et al., 1985; Magnusson et al., 1993) verringert und 
gleichzeitig die therapeutische Halbwertszeit verlangert wird (Vitetta et al., 1993). 
Somit ergeben sich fur die Verwendung des erfindungsgemalien Fusionsproteins 
beispielsweise zur zielgerichteten Inaktivierung von pathologischen Immunzellen des 
Blutes eine breite Palette von Vorteilen gegenuber den bisher bekannten Toxinen. 
Die enormen Vorzuge dieser Eigenschaften der erfindungsgemalien Fusionsproteine 
vorallem im medizinischen Bereich liegen fur den Fachmann auf der Hand. 

Ein weiterer gewichtiger Vorteil der erfindungsgemalien Fusionsproteine ist, dali sie 
verglichen mit herkommlichen Immuntoxinen ein wesentlich geringeres Molekularge- 
wicht aufweisen konnen, was zum einen die Gefahr von Immunreaktionen absenkt 
und zum anderen die Verteilung des Wirkstoffes in dichtem Zellgewebe verbessert. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein Nukleinsauremolekul, 
wobei 
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(a) die Mistellektin A-Kette von einem Nukleinsauremolekul codiert wird, ausge- 

wahlt aus der Gruppe bestehend aus: 

(i ) Nukleinsauremolekulen, die eine Nukleotidsequenz umfassen, die die in 
Fig. 11. a angegebene Aminosauresequenz oder ein Fragment davon 
codieren; 

(ii) Nukleinsauremolekulen, die die in Fig. 11. a angegebene Nukleotidse- 
quenz oder ein Fragment davon umfassen; und 

(iii) Nukleinsauremolekulen, die mit einem Nukleinsauremolekul aus (i) oder 

(ii) hybridisieren; und 

(iv) Nukleinsauremolekulen, die zu den in (iii) genannten Nukleinsauremo- 
lekulen degeneriert sind; und/oder 

(b) das Mistellektin-Propeptid von einem Nukleinsauremolekul codiert wird. aus- 

gewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 

(I) Nukleinsauremolekulen, die eine Nukleotidsequenz umfassen, d.e die in 
Fig. 11-c angegebene Aminosauresequenz oder ein Fragment davon 

codieren; 

(ii) Nukleinsauremolekulen, die die in Fig. 1 1 .c angegebene Nukleotidse- 
quenz oder ein Fragment davon umfassen; 

(iii) Nukleinsauremolekulen, die mit einem Nukleinsauremolekul aus (i) oder 

(ii) hybridisieren; und 

(iv) Nukleinsauremolekulen, die zu den in (iii) genannten Nukleinsauremo- 

iekulen degeneriert sind. 

Hybridisierung im Sinne der Erfindung bedeut Hybridisierung unter konventionel.en 
Hybridisierungsbedingungen. Vorzugsweise findet die Hybridisierung unter strmgen- 
ten Bedingungen start. Derartige Bedingungen sind z.B. in Sambrook et al., "Mole- 
cular Cloning, A Laboratory Handbook". CSH Press. Cold Spring Harbor, 1989 oder 
in Hames und Higgins "Nudeic acid hybridisation". IRL Press, Oxford. 1985 be- 
schrieben Solche Bedingungen werden beispei.sweise in einen Hybridisierungspuf- 
fer erreicht der 0.1 x SSC und 0.1% SDS aufweist, wobei die Hybridisierung und ggf. 
nachgeordnete Waschvorgange (Waschpuffer eothalt ggf. ebenfalls 0.1 x SSC und 
0.1 % SDS) vorzugsweise bei etwa 65°C stattfinden. 



WO 98/29540 



PCT/EP98/00009 



In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein Nukleinsauremolekiil, 
wobei 

(a) das Effektormodul die biologische Aktivitat der Mistellektin A-Kette besitzt und 
ein Allel Oder Derivat der vorgenannten Mistellektin A-Kette durch Ami- 
nosaure-Deletion, Substitution, Insertion, Addition und/oder Austausche um- 
faftt; und/oder 

(b) das Prozessierungsmodul proteolytisch spaltbar ist und ein Allel Oder Derivat 
des vorgenannten Mistellektin-Propeptids durch Aminosaure-Deletion, Sub- 
stitution, Insertion, Addition und/oder Austausche umfafit. 

Die vorgenannten Allele und Derivate konnen naturlich auftretende oder kunstlich, 
z.B durch rekombinante DNA-Techniken erzeugte Allele und Derivate sein. Dazu ge- 
horen auch Molekule, die sich von den vorgenannten Nukleinsauremolekulen durch 
Degeneration des genetischen Codes unterscheiden. Selbstverstandlich fallen post- 
translationale oder erst spater nach der Herstellung des Fusionsproteins vorge- 
nommene Veranderungen der vorgenannten Effektormodule und/oder Prozessie- 
rungsmodule unter den Begriff Derivate, solange diese Derivate eine gleiche oder 
ahnliche Aktivitat und/oder Funktion wie die vorgenannten Effektormodule und/oder 
Prozessierungsmodule aufweisen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein Nukleinsau- 
remolekul, wobei das Fusionsprotein femer die folgende Komponente aufweist: 
(d) ein Modulatormodul, das kovalent mit dem Prozessierungsmodul, dem Effek- 
tormodul und/oder mit dem Targetingmodul verbunden ist, und das die intra- 
zellulare toxische Wirkung des Effektormoduls moduliert. 

Als "Modulatormodur werden erfindungsgemali alle Polypeptidsequenzen verstan- 
den, die in der Lage sind, die Entfaltung der cytotoxischen Wirkung eines Effektor- 
moduls intrazellular zu modulieren und die mit mindestens einem weiteren Modul des 
erfindungsgemafcen Fusionsproteins vorzugsweise durch ein die beiden Module ver- 
bindendes Prozessierungsmodul auf genetischer Ebene verbunden sind. Geeignete 
Modulatormodule konnen beispielsweise bei der Membrantranslokation assistierende 
Komponenten sein oder solche, die an intrazellularen Transportmechanismen parti- 
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zipieren. Dabei liegt die gewunschte Modulation vorzugsweise in einer Verstarkung 
der zelltypspezifischen Wirksamkeit oder einer Vermeidung von unspezifischer Tox.- 
zitat Im Falle von rMLA wurde gefunden, daft diese Anforderungen von der rekombi- 
nanten B-Domane des Mistellektins (rMLB) erfullt werden. die eine Erhohung der To- 
xizitat des Effektormoduls durch aktive Unterstutzung seiner Translokation vorn 
endoplasmatischen Retikulum ins Cytoplasma der Zelle bewirkt. In der Vergangen- 
heit konnte bereits gezeigt werden, daft durch Verwendung von Typ II RIPs an Stelle 
von Typ I RIPs zur Herstellung von z. B. antitumoralen Agenzien der cytotox.sche 
Effekt dieser Substanzklasse um Groftenordnungen gesteigert werden konnte, daft, 
jedoch der daraus erhoffte therapeutische Nutzen solcher Praparate durch die auf- 
tretenden schwersten Nebenwirkungen letztlich nicht erzielt werden konnte. E.nen 
moglichen Ausweg aus diesem Dilemma zeigen Bestrebungen, die Zuckerbindestel- 
len der Ricin B-Kette nach der Kopplung an Antikorper durch chemische Denvat.s.e- 
rung zu inaktivieren - sogenanntes ..blocked Ricin" (Shah et a.., 1 993) - was das Pro- 
blem aber aufgrund der nach wie vor auftretenden starken Nebenwirkungen ke,- 
neswegs gelost hat. In einer erfmderungsgemaften besonders bevorzugten Ausfuh- 
rungsform wird erstmals der Weg gegangen. die fur die Zuckerbindung verantwortl- 
chen Aminosauren, unter Anwendung molekularbiologischer Verfahren, gegen d,es- 
bezuglich biologisch nicht funktionelle (funktionell inerte) Aminosauren auszutau- 
schen Fur das dem Mistellektin ahnliche Ricin sind sett langerem zwei Zuckerbmde- 
stellen in der 1a und 2y Subdomane der B-Kette aus der Literatur bekannt (Rutenber 
et al 1987- Vitetta et al.. 1990; Swimmer et al., 1992; Lehar et al.. 1994). Die auf- 
grund dieser Anhaltspunkte erfindungsgemaft durchgefuhrten Versuche, die Car- 
bohydrataffinitat des rekombinanten Mistellektins zu inaktivieren haben ergeben, daft 
die fur Ricin beschriebenen Zuckerbindestellen auch im Mistellektin zu finden s,nd. 
Uberraschenderweise hat sich jedoch gezeigt, daft die Austausche der analogen, fur 
Ricin beschriebenen Aminosauren, im Falle des Mistellektins die Zuckerbindung n.cht 
ausscha.ten, sondem lediglich um den Faktor 5 abschwachen konnten. E.ne dar- 
auffolgende eingehendere Analyse der Khstallstruktur von Ricin B auf die Anwesen- 
heit weiterer kryptischer Zuckerbindestellen durch computergestutzte Kraftfeldbe- 
rechnungen hat Hinweise auf die Anwesenheit einer potentiellen dritten Zuckerbm- 
destelle - sowie fur Laktose als auch fur N-Acetyl-Neuraminsaure - in der ip-Subdo- 
mane geliefert. In der Literatur wurde fur Ricin B eine dritte Zuckerbindestel.e - dort 
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ebenfalls in der 1 P -Domane - unter Beteiligung einer einzigen Aminosaure berichtet 
(Frankel et al„ 1996), was diese Annahmen zusatzlich bestatigt. Nach Substitution 
der nach durchgefuhrten Berechnungen vier vermutlich an der Carbohydratbindung 
beteiligten Aminosauren der ip-Domane des rekombinanten Mistellektins, zusatzlich 
zu den Austauschen in der 1a und 2y Domane (Bsp. 7, Fig. 15), konnte uberraschen- 
derweise tatsachlich ein nahezu vollstandiger Verlust der Fahigkeit der B-Ketten-Va- 
riante „rMLB Alaip2y" zur Bindung an eine Laktosyl-Agarose Affinitatsmatrix beob- 
achtet werden. Des weiteren zeigt rMLB Alalp2y (rIMLB) nicht nur die gleiche Fal- 
tungskompetenz wie die Wildtypsequenz, sondefn auch nach wie vor die Fahigkeit 
zur kovalenten Assoziation mit der rekombinanten Mistellektin A-Kette (Bsp. 8.c). Fig. 
13 zeigt eine Western-Blot Analyse der in vitro Assoziation von rMLB Alcdp2y mit 
rMLA unter immunochemischer Detektion mit monoklonalen Antikorpern gegen beide 
Einzelketten auf Hone des erwarteten Molekulargewichts des Holo-Toxins von ca. 60 
kDa. Die Cytotoxizitat des so erhaltenen, nicht-carbohydratbindenden Holo-Toxins 
(rlML) gegenuber der humanen lymphatischen Zeliinie MOLT-4 ergibt 50 % Viabilitat 
bei einer rIML-Konzentration von 25 ng/ml. Dies entspricht im Vergleich zu 70 pg/ml 
im Falle der Verwendung von rML einer Abschwachung der unspezifischen in vitro - 
Toxizitat urn den Faktor 350 entspricht (Bsp. 9, Fig. 14). 
- P | e - Verfugbarkeit-eines -d e r a r t mod ifi ziort e n Modula t ormoduls ( r IMLB), erottnet nun — 
erstmals die Moglichkeit zur rekombinanten Darstellung von Anti-lmmunzell-Toxinen, 
bei denen die Aussicht besteht, daB die fatalen Nebenwirkungen der bislang verfug- 
baren Substanzen auf der Basis der naturlichen Typ II RlPs durch Verwendung von 
rIMLB auf ein vertretbares Mafi gesenkt werden konnen. Zur Gewahrleistung einer 
Targetingmodul-vermittelten Spezifitat kann im Falle von rMLB die Carbohydratbin- 
dung durch gerichteten Aminosaureaustausch, beispielsweise durch die Austausche 
D23 zu A, W38 zu A, D235 zu A, Y249 zu A, Y68 zu S, Y70 zu S, Y75 zu S, F79 zu S 
(die Nomenklatur bezieht sich auf die Aminosauresequenz der rMLB gemaB Fig. 1 1b 
mit D1 als N-terminaler AminosSure) minimiert werden. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung ein Nukleinsau- 
remolekul, wobei das Modulatormodul von einem Nukleinsauremolekul codiert wird, 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 
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(i) 



(ii) 



(Hi) 



(iv) 



Nukleinsauremolekulen, die eine Nukleotidsequenz umfassen, die die in Fig. 
1 1 .b angegebene Aminosauresequenz oder ein Fragment davon codieren; 
Nukleinsauremolekulen, die die in Fig. 11.b angegebene Nukleotidsequenz 
oder ein Fragment davon umfassen; 

Nukleinsauremolekulen, die mit einem Nukleinsauremolekul aus (i) oder (ii) 
hybridisieren; und 

Nukleinsauremolekulen, die zu den in (iii) genannten Nukleinsauremolekulen 
degeneriert sind. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein Nukleinsau- 
remolekul, wobei das Modulatormodul die vorgenannte modulierende Aktivitat besitzt 
und ein Allel oder Derivat der vorgenannten Mistellektin B-Kette durch Aminosaure- 
Deletion, Substitution, Insertion. Addition und/oder Austausche umfafit. 

Wie die Begriffe "Hybridisierung", "Allele" und "Derivate" im Sinne der Erfindung zu 
verstehen sind wurde bereits oben diskutiert. Diese Begriffe sind entsprechend fur 
die hier diskutierten Ausfuhrungsformen anzuwenden. 

Als weitere Modulatormodule im Sinne dieser Erfindung dienen kurze Peptidfrag- 
mente wie z B. die Peptide "KDEL" oder "HDEL". Dabei handelt es sich urn S.gnal- 
peptide die den aktiven retrograden Transport von Proteinen in Richtung endoplas- 
matisches Reticulum vermitteln, was sich zu einer Erhohung der Toxizitat aufge- 
nommener Effektormodule ausnutzen lafit (Wales et al., 1993). Ebenfalls als Modu- 
latormodule zu klassifizieren sind erf.ndungsgemali Polypeptidsequenzen, d.e d.e 
katalytische Aktivitat eines Effektormoduls aufierhalb einer Zelle neutralisiert halten. 
Als Beispiel zu nennen ist das Propeptid des Mistellektins, welches die katalyt.sche 
Aktivitat von rMLA inaktiviert und erst im Zuge einer intrazellularen Prozessierung m 
pralysosomalen Zel.kompartimenten die katalytische Aktivitat von rMLA freigibt. D.es 
bringt den Vorteil einer drastisch verringerten unspezifischen Toxizitat von .m Blut 
zirkulierenden Fusionsproteinen mit sich. 

Der Modulation der Toxizitat durch ein Modulatormodul kommt hone Bedeutung zu. 
So kann es wunschenswert sein, in Zielzellen die Toxizitat eines Effektormoduls zu 
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reduzieren, um vorteilhaftere Interferenzen mit der Zielzelle zu erreichen. Beispiels 
weise kann ein langsames Abtoten von Zielzellen erwunscht sein, um Ausschuttun- 
gen potentiell schadlicher zellularer Komponenten in den Organismus zu verhindern 
So konnen nachteilige Reaktionen wie Sofort-Typ-Uberreaktionen oder anaphylakti- 
sche Schocks verhindert werden. Auch ist durch Modulation der toxischen Effekte 
eine Induktion von zellularen Programmablaufen wie der Apoptose moglich Die 
Apoptose ist ein natiirlicher Mechanismus der klonalen Selektion und damit fur das 
umliegende Gewebe und den Gesamtorganismus eine vergleichsweise sanfte Me- 
thode der spezifischen Eliminierung von pathologischen Zellen. 

Im Zusammenhang mit dieser Ausfuhrungsform wurde erfindungsgemaft gefunden 
dafi rMLB die Toxizitat von rMLA modulieren kann, wodurch die Mbglichkeit besteht' 
die Toxizitat der erfindungsgemaGen Fusionsproteine gezielt zu beeinflussen. Dieser 
Befund ist medizinisch von allergrSGter Bedeutung. Erstmals ist es namlich moglich 
geworden, die Wirkung ein und desselben Immuntoxins in ein und derselben Zelle 
durch die Wahl eines geeigneten Modulators zu variieren. Der Fachmann geht 
selbstverstandlich davon aus, dafi die modulierende Wirkung der rMLB-Kette auch 
auf andere Toxine, beispielsweise auf solche vom RIP I- oder RIP ll-Typ wirkt. Auf 
der Basis der Kenntnis der modulierenden Wirkung der rMLB-Kette ist der F.rhm.nn 

i ^ * ■ • 



ohne weiteres in der Lage, die modulierende Wirkung anderer zuckerbindender Mo- 
lekule, beispielsweise solcher, die naturlicherweise in Typ ll-R| Ps vorkommen zu 
testen. Die Eigenschaft der Mistellektin B-Kette Ober die Zuckerbindung hinaus mo- 
dulierend bei Aufnahme und Aktivierung von Effektormolekulen zu wirken, laftt er- 
warten, daB zumindest auch andere Typ II RIP B-Ketten pflanzlichen Ursprungs ein 
ahnliches Eigenschaftenprofil haben. Derartige Modulatoren sind im Sinne der Erfin- 
dung ebenfalls vorteilhaft zu verwenden. Derartige Modulatoren sind ebenfalls von 
der vorliegenden Erfindung umfalit. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung weist das Nukleinsau- 
remolekul fur das Fusionsprotein ferner die folgende Komponente auf: 
(e) ein Affinitatsmodul, dad kovalent mit dem Effektormodul, dem Prozessierungs- 
modul, den Targetingmodul und/oderden Modulatormodul verbunden ist. 
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Als Affiled* werden Komponen.en der enlndungsgemafJen Fusionspro.eine 
bezeichnet. die nicht auf einen therapeutischen Effekt abzielen. sondern auf d,e 
Mdglichkeit. die Fusionspro.eine z.B. Ober affini.a.schroma.0- 

graph ische Verfahren aufzureinigen. Dem Fachmann sind selbs.vers.an „ch auch 
andere Verfahren wie ,onenaus.ausch, Geipermeations- Oder Hydrophobe-lnterak- 
,ion,Chroma«ogra P hie geiaufig, mi. denen er die Fusionsproteine ^ 
Dagegen is. es unter Verwendung der AM— e meg.ich. m„ H„,e aff,n,«- 
schromatographischer Verfahren vorzugsweise homogene Oder im wesenthchen ho- 
Cne wllffe zu erhalte, ,deale W eise hande,. es sich bei den AWasmodu- 
,en um kurze Pep.id f ragmen.e. wie , B. eine Hexahistidinseguenz mi. A«at zu 
Sepharose-Cheia.komplexen, die vorzugsweise an der Sequenzperipherie fus.on.er. 
we den (Fig. 10, - 10.fi Diese Aus«hrungsform der Etfndung ermSgiich. vor a„em 
eine schnelie und unprob,ema., S che Aufreinigung des enHndungsgemaAen Fus,on, 

proteins. 

Beding. duroh die rekombinan.e Hers.eiiung des Fusions P ro.eins k6nnen die in den 
vors.ehend genann.en AusfUhnjngsformen genann.en Module duroh bei,eb,ge Kom- 
Ta L de en,sprechenden Nukieinsaureseguenzen in der ieweils gewOnschtan 
Reihenfoige angeordne. werden. Der Fachmann is. aufgnrnd seines Faohw,ssens ,n 
de Lege enupreohende rekombinan.e NukieinsiuremoiekOie. beispieiswe.e durch 
E Lu geeigne.er Restriktionsspaitsteiie, herzus.e„en. Eine Auswah, von Komb.na- 
tio „smog,ichkei.en bzw. Anordnungen is. in Fig. 10., - 10., gezeigt Das penpias- 
m atische Zellkompartimen. von £ col kommt den Anforderungen eines drsuifidbruk- 
ken-haitigen Proteins an die zur Ausbiidung einer funktioneiien Terfia— erfo, 
Ih Mikroumgebung a. n^en. Von daher wurde. wie im Beispie, 10 aus^ - 
lich beschrieben. ein periplasmatisches moduiares E*pressionssvs«em ko s.ru, . 
da* die einfache Realisierung ailer erforderiichen Anordnungen der e.nzeinen Mo- 
dule in den ITF-Expressionsvektoren eriaubt (Fig. IT). 

, n einer anderen bevorzug.en AusfOhrungsform des erfindungsgemaaen Nukleinsau- 
remoleku.s is. das Processierungsmodul pflanzlichen Ursprungs und umtaBt bzw. hat 
vorzugsweise die Sequenz SSSEVRYWPLVIRPVIA des ML-Propep.ids. Auch an- 
dere Propeptide, die von RIP-Genen in pflanzlichen Genomen codier, werden. e,g- 
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nen s.ch als bzw. beinhalten Prozessierungsmod.le. Der Fachmann ist in der Lage 
auf der Basis seines allgemeinen Fachwissens und der erfinderunggemaBen Lehre 
derart.ge Processierungsmodule auszuwahlen bzw. zu konstruieren. In weiteren 
Ausfuhrungsformen konnen als proteolytische Spaltstellen fur die wahlweise N- Oder 
C-terminale Fusion mit einem Effektormodul Peptide, die die allgemeine Aminosau- 
resequenz S4-S3-S2-S1-/S1 aufweisen, zur Verwendung kommen, wobei S2 vor- 
zugswe.se fur die Aminosaurereste Phenylalanin, Tyrosin, Valin oder Leucin steht 
und eine Erkennungssequenz fur Proteasen der Kathepsinfamilie darstellt Eine 
weitere vorteilhafte Spaltstelle ist gegeben. wenn S1 fur Arginin oder Lysin steht wo- 
durch eine Erkennungssequenz fur Proteasen der Trypsin-Familie generiert wird 
Durch die Verwendung von Erkennungssequenzen fur zelltypspezifische Proteasen 
w.e z. B. der Elastase von Granulocytes wobei S1 vorzugsweise Alanin oder Serin 
ist. lafit sich das Risiko eines unspezifischen Effekts eines erfindungsgemafien Fu 
sionsproteins auf gesunde Zellen zusatzlich absenken. S3 und S4 konnen beliebige 
Aminosaurereste aufter Prolin sein. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Nukleinsau- 
remolekuls erkennt das Targetingmodul spezifisch eine Zelle des Immunsystems, 
eine Tumorzelle oder eine Zelle des Nervensystems. 

Ein Schwerpunkt derzeitiger Forschungen liegt im Bereich der Rezeptorausstattung 
von Immunzellen, was zu einer schnell wachsenden Zahl von bekannten Rezeptoren 
sowie deren Liganden IQhrt. Aufgrund des modularen Aufbaus der erfindungsgema- 
fien Fusionsproteine lassen sich neue Erkenntnisse auf diesem Gebiet schneller als 
bisher zur Erzeugung therapeutisch nutzbarer Wirkstoffe umsetzen. Dieser Aspekt 
gewinnt besondere Bedeutung in der Entwicklung von individual auf Patienten abge- 
stimmten Praparaten. Aussichtsreiche Anwendungsmoglichkeiten solcher modular 
aufgebauten Fusionsproteine bestehen in der Behandlung von Funktionsstorungen 
des Nerven- und des Immunsystems. Bei diesen Zellen handelt es urn vorwiegend im 
Blut- oder im Lymphsystem zirkulierende Zellen, die eine gute physikalische Zugang- 
l-chkeit fur die erfindungsgemafien Fusionsproteine bieten. Die Probleme einer 
schlechten Tumorpenetration durch Immuntoxine sind somit nicht gegeben Aufter- 
dem ist gerade fur Zellen des Immunsystems die Apoptose ein natiirlicher Mecha- 
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nismus der k!onalen Expansionskontrolle. so dats die Verwendung beispialswe.se 
von rMLA als Effektormodul die naturliche Suszeptibilitat der Immunzellen fur Apop- 
,ose vorteilhaft nutet (sh. auch Bussing et al.. 1996). Weiterhin eignen sioh d,e Vor- 
M. des modularen Systems besonders zur Behandlung von Allergien. da hierfur e,n 
oroftes Repertoire an verschiedenen patientenspeziflschen Targetingmodulen beno- 
tigt wird. Beispielsweise kommt es bei Allergien vom SoforHyp zu einem von T„2- 
Zellen induziertem B-Zell-Klassensprung auf die allergene IgE-Produktion, m Ge- 
nensatz zur T„1-Zellen verntftelten IgG-Antwort. Ein Therapieansatz unter Verwen- 
dung der emndungsgematen Fusionsproteine besteh. darin, allergene. normaler- 
weise MHCII-prasentierte Peptide als Targetingmodule einzusetzen und so se ,ek.,v 
die responsiven T„2-Zellen aus dem Korper eines Patienten zu eliminieren. Nacr. 
dem gleichen Prinzip ist eine Therapie von Autoimmunerkrankungen mogl.cn. D,e 
derzefcg angewendeten Therapien der MS als Beispie, von Autoimmuner krankungen 
umfassen vielfaitige Eingriffe in die Regulation des Immunsystems (Hoh.feld. 1997). 
Bei der ursachlichen Behandlung von Autoimmunerkrankungen stent die Deplete 
der jeweiligen Autoantigen-spezifischen T-Zellen im Vordergrund. Ein derzeit avon- 
sierter Ansa* beruht auf der Expression eines bestimmten TCR-Sub^ps. z.B. konnte 
Z der MS durch eine Vakzinierung mi, dem V.5, Peptid die Aktivita. der MBP-re- 
aktiven T-Zelten modulier. werden (Vandenbark a. al., 1996). Das Prinz,p d,eser Me- 
,„ode beruht vor allem. auf einer Verschiebung der Cytokin-Antwor. von T 1 naoh 
Th2. also von proinflammatorischen zu inhibitorischen Cytokinen. Es wird also letz- 
lich eine systemische Wirkung hervorgerufen. 

,m Falle der demyelinisierenden Neuropathie (Guillain Barre Syndrom. Neur„,s) ,st 
das Autoantigen das Myelin des peripheren Nervensystems (P2). ,m Tierrnode,! der 
Neuritis EAN konnte der AS-Bereich 53-78 als neuritogenes Peptid MnMwt wer- 
den Die EAN kann entweder aktiv durch das Neuntogen P2 direkt Oder durch den 
adoptiven Transfer von neuntogenen T-Ze,len. die aus erkrankten Ratten isoliert wur- 

den, induziert werden. . 
Das rekombinante P2-Pep«id wurde bereits erfdgreich zur Linderung der EAN , , der 
Ratte eingesetzt, wobei die Apoptose-induzierende Wirkung von P2 (Dos.s 100 pg 
taglich i.v.) ausgenutzt wurde (Weishaupt et al., 1997). 

Vorraussetzung zur Linderung eines Krankheitssohubes im Patienten ist .edoch. d* 
eine entsprechend hohe, Apoptose-induzierende Konzentration des Antigens zu den 
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ana B B H PeriPhe ' ie ° der ^ °" ^—aktion ge- 

lan Be, B.ndung geringer Mengen An tig en an T-Ze„en finde, nattriicherweise e ne 

Pro„,era t ,on s,a, Durch die Koppiung eines Toxins an die speziHsche ErkennunTs 
« qU onz der neuritogenen T-Zeiien kann somi, eine sichere T-Ze„ ElMnierung v . 
m*rt warden, ohne die Gefehr eines gegen«gen stimulatorischen Effaces zu 
bargen. AusBser beispieisweise der Mu, tl p,an Sklerose is, die En,s,ehung und Ver- 
W, von au,oreak«iven T-Lymphozyten (Oirve, ,995,, die ein Abbauproduk, das 
mye„„-ba S ,c.pro t eins- . in der Mehrzah, dar Fa.,e die Sequenz "VHFFKNIVTPRTP" 
erkennen. Dies fflhr, dazu, da 6 die Ne^enzeilen des Pa,ien,en vom kerpereigenen" 
mmunsystem angegnffen warden. Auch hier is, die Verwendung von krankheilus- 

.osenden Peptiden a,s Targe«i„ gm odu, der SchiOsse, zur Anwendung einer a^ d r 
Ertndung b nden Tnerapiefom ^ ^ 

,hen,a Grav.s. bei der as zu ainer Au,oimmun,eak,ion gegen AcetylchoiinleptoL 
kommt. Femer komm, eine Behand,ung diverser Leukamien Oder Neoplasian in Fra- 

9 e - 



Son* is. in einer besonders bevorzugten Ausfohrungsform der Enlndung die Ziei- 
ze»e e,ne Zelle des immunsystems. Dies kann zum einan eine Ze,,e des unspezifi- 
so en irnrnunsystams wie zum anderen eina Zaile des spezKschen Imm,,^,^ 
~,„. «» ™ .ai.e.kann es sich urn B-Zelien Oder T-Zaiien. insbasonZ :T H 2 

sei e Aul n z !;- KSnnen Ze " en ,m ™" 

se,n. Auch Zellen. .nsbesondere antartala Zellan des Nervensystems. baispialswaise 

Nervenzellen, konnen bei Wahl gaeignater Targeting-Module Zielzailen sain. 

iTirT bS " 0m,9,en AUS,flhrU " 8Sform - ^ndungsgamaaen Nuklainsau- 
remoiekuis ,s. das Afflnitarsmodu, eina His.idinse q uenz. Thioradoxin, S«re P -Tag T7 

Tag. FLAG.Tag. Mal,ose-Bindu„ 9 s-P ro ,ein odar GFP (Green Ruorescan. Protein) 
Das AfWatsmodu, is, hierbai aine Peptidsequenz. die sich durch eina Liganden- 
B.ndungs-Spazifrta, Oder durch das Vorhandensein geaigne t er Epitope auszeichnet 
*e e,ne seiaktive Aufrainigung vcrzugsweise durch affinitatschromatcgraphische 
Varfahren^z. B. mi«eis immobiiisierter Ugandan Oder immobilisierfer An,ik6rpar e, 

r 't 7T Afflni,S ~ ^ * *9anscha ft . hochspezinsch und 
m„ hohen B,ndungskons,an,en Ligandan zu binden. die ihrerseits als Ugandan an 
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vor zu gs weise chromatograpbiscbe Matrices geKoppelt sind. So KOnnen in Pro.essen 
mi , ,ed i9 Hch wenigen Stu.en bocbgradig gereinigte Fusionsproteine aus lysaten Oder 
Zelluberstjanden dargestellt werden. 

B ne andere bevorzugte Austabrungsform der Erflndung be.ri« ein Nukieinsaurerno- 
2 wobei das Moduiatormodui d,e Misteiiektin B-Kette Oder ein Fragment Oder De- 
nvat davon Oder die Peptide KDEL Oder HDEL umfalit. 

Iser Austabrungstorm werden beispieisweise die rMLB-Seguenzen durob Frag- 
l,e Oder Derivate von rMLB ersetzt. Wie bereits im Zusammenbang m„ der 

1 ung der rMLA-Kette vorstebend diskutier, wurde. ist der Facb m ann au. e Ba- 
li se nes Faobwissens in der Lage. rekombinante Nukleinsauren b ere,tzus,e,te . d,e 

2 ^Lonsproteine cod*-. Hinsiob,eb eines Tests. mit dem die Modu,.or- 
112 der Fragmente Oder Derivate nacbgewiesen werden kan, se, au, d,e naob- 
folgenden Beispiele verwiesen. 

,„ einer besonders bevorzugten Ausfflbrungsform des erfndungsgemaaen Nuklein- 
1 Itls weis. die Misteiiektin B-Kette einen Austausch in Aminosaure P os,t,on 
T 7 8 75 79 235 Oder 249 Oder eine Kombinaton derartiger Austauscbe 
; Besonders 1 Lug, is. erf,ndungsgem 8B ferner die Aus.0brungs.or., wobe, 
Te Is al in Position 023 zu A, W3S zu A, D235 zu A. Y249 zu A. Y» zu S, 
vroTs Y75 zu S F79 zu S voriiegt (die Nomenklatur bezieb, sicb au. d,e *» 
I lulsequenz der rMLB g«U Fig. 1 1b mit D1 ats N,erminaier Aminosaure). 
0 e el llosform is. vor aitem deswegen bevorzugt. da die Aminos fi urereste ,n 
rgenaln osUionen an der Ausbiidung von Zuckerbindungsstei.en te baben, 
rzuc" Giycoproteine oder Giycoiipide au, Zeliober^cben binden kdnne, 
0 e Bmin e * Z ckerbindungsstetien bewirkt, da* ein unspez«scbes zucker- 
v— An ocken an nicbt gewOnscbte Zeiien unterbteibt. Die HM*-. - ™ * 
relungsgem^ Fusionsprotein —b den O* der intendierten W.rkung 
erreicht, wird somit nochmals signifikant erhoht. 

, n einer werteren bevorzugten Aus^brungstorm der Erftndung ist das Nukieinsaure- 



molekQI DNA. 
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In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalJen Nukleinsau 
remolekuis ist dieses RNA. 



Die Erfindung betrifft ferner einen Vektor, der ein erfindungsgemafies Nukleinsaure- 
molekul enthalt. 

Die Konstruktion von geeigneten Vektoren fur die Propagation und vorzugsweise die 
Expression der erfindungsgema&en Nukleinsaure ist dem Fachmann gelaufig. Sofern 
der Vektor fur die Herstellung des Fusionsproteins eingesetzt wird, wird der Fach- 
mann Wert darauf legen, dali er eine moglichst hohe Ausbeute an Fusionsprotein 
erzielt und dementsprechend beispielsweise einen starken Promoter in den Vektor 
einfugen. Andererseits und beispielsweise, wenn der Vektor Bestandteii eines Arz- 
neimittels ist, kann es von Vorteil sein, daft die Expression der Nukleinsauren erst in 
der Zielzelle eingeschaltet wird. In diesem Falle wird der Fachmann ein induzierbares 
Expressionssystem wahlen. Der Vektor kann im Sinne dieser Erfindung auch mehr 
als eine erfindungsgemafte Nukleinsaure enthalten. 

Fur die Expression bzw. Propagierung des Vektors ist ferner ein geeigneter Wirt not- 
wendig. Somit betrifft die Erfindung ferner einen Wirt, der mit dem erfindungsgema- 
ften Vektor transformiert ist oder ein erfindungsgemaftes Nukleinsauremolekul ent- 
halt. Von der Erfindung sind auch solche Wirte umfafit. die mehrere erfindungsge- 
mafte Vektoren und/oder Nukleinsauremolekule enthalten. 

Transformationsverfahren sind im Stand der Technik fur die verschiedensten Zellty- 
pen und Wirtsorganismen beschrieben und konnen vom Fachmann nach geeigneten 
Gesichtspunkten ausgewahlt werden. 

Besonders bevorzugt sind erfindungsgemad die folgenden prokaryontische Wirte: E. 
coli, Bacillus subtilis oder Streptomyces coelicolor und die folgenden eukaryontischer 
Wirte: Saccharomyces sp., Aspergillus sp., Spodoptera sp. oder Pichia pastoris. Im 
Falle von eukaryontischen Expressionssystemen ist die Verwendung von Modula- 
tormodulen besonders vorteilhaft, da eine Schadigung des Wirtes durch das Expres- 
sionsprodukt mit Hilfe eines Modulatormoduls verhindert werden kann. 
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Die Erfindung betrifft ferner ein Fusionsprotein, das von einem erfindungsgemalien 
Nukleinsauremolekul codiert oder von einem erfindungsgema&en Wirt produziert 

wird. 

Die Vorzuge und Anwendungsmoglichkeiten des erfindungsgemaften Fusionspro- 
teins sind bereits im Zusammenhang mit des verschiedenen Ausfuhrugsformen des 
erfindungsgemalien Nukleinsauremolekuls diskutiert worden, auf die hiermit Bezug 
genommen wird. 

i 

Daruber hinaus betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung des erfindungsgema- 
fcen Fusionsproteins, wobei man einen erfindungsgemalien Wirt unter geeigneten 
Bedingungen zuchtetund das Fusionsprotein isoliert. 

Das erfindungsgemafie Verfahren ist vorzugsweise ein mikrobiologisches, fermenta- 
tives Verfahren, das unter ublichen Bedingungen durchgefiihrt wird. Dabei kann das 
erzeugte Fusionsprotein aus dem Uberstand oder aus dem Wirt nach dessen Auf- 
schlud isoliert werden. Letztere Ausfuhrungsform schlielit auch das Denaturieren und 
Renaturieren des Fusionsproteins ein, sofern dieses beispielsweise in Baktenen ,n 
Form von Einschlulikdrpern produziert wird. 

Die pharmazeutischen Implikationen und die grundlegende Bedeutung der Erfindung 
fur die Medizin ist bereits vorstehend erortert worden. Demgemaft betrifft d.e Erfin- 
dung auch ein Arzneimittel, das ein erf.ndungsgemaftes Fusionsprotein und e.nen 
pharmazeutisch vertraglichen Trager enthalt. 

Bisher beschriebene Versuche der Herstellung von Immuntoxinen unter Verwendung 
der A-Domane des Mistellektins muftten bisher auf dem Wege der biochem.schem 
Kopplung z. B. mit SPDP, durchgefuhrt werden (Paprocka et al., 1992). In zwei der- 
artigen Studien (Tonevitsky et at., 1991, 1996) wurde die Wirksamkeit der erhaltenen 
nMLA-lmmuntoxine mit den entsorechenden Ricin A-lmmuntoxinen verglichen. wobe, 
die nMLA-lmmuntoxine eine 15-80 mal hohere Wirksamkeit als die auf R.c.n A-ba- 
sierenden Immuntoxine gezeigt haben. Durch die bisher nicht zum Stand der Techn.k 
gehorende Moglichkeit. auf rekombinant herstellbare Misteilektinkomponenten zu- 
ruckzugreifen, ist die Herstellung des erfindungsgemaCen Arzneimittels moglich ge- 



worden, 
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Die Form und Dosis der Verabreichung des erfindungsgema&en Arzneimittels bleibt 
dem behandelden Arzt uberlassen, der insbesondere mit dem Krankheitszustand des 
Patienten vertraut ist. Weitere Faktoren, die die Form und Dosis der Verabreichung 
beeinflussen kdnnen, sind Alter, Geschlecht, Korperoberflache und Gewicht des Pa- 
tienten sowie die Verabreichungsroute. Pharmazeutisch vertragliche Trager sind im 
Stand der Technik bekannt und umfassen phosphatgepufferte Kochsalzlosungen 
Wasser. Emulsionen wie Ol/Wasser-Emulsionen etc. Arzneimittelzusammensetzun- 
gen, die derartige Trager enthalten, sind nach konventionellen Verfahren formulier- 
bar. Die Verabreichung des Arzneimittels kann systemisch oder lokal und in der Re- 
gel parenteral erfolgen. Obliche Wege der Verabreichung sind z.B. intraperitoneal 
intravenos, subcutan, intramuskular, topisch oder intradermal, wobei die intravenose 
Verabreichung bevorzugt ist. Bevorzugte Dosierungen fur die intravenose Behand- 
lung liegen im Bereich von 1ng wirksame Substanz pro kg Korpergewicht bis 500 
ng/kg. Fur die ex vivo Anwendung werden Dosierungen im Bereich von 1pg/ml bis 
500 ng/ml bevorzugt eingesetzt. Diese Dosen werden vorzugsweise taglich verab- 
reicht. Sofern die Behandlung eine kontinuierliche Infusion erforderlich macht. liegen 
die Dosierungen ebenfalls in den o.g. Bereichen. 

Ferner betrifft die Erfindung also ein Arzneimittel, enthaltend 

(a; em Fusionsprotein, das von einem erfindungsgemaften Nukleinsauremolekul 
codiert wird, wobei das Fusionsprotein ein Effektor-, Prozessierungs-, Targe- 
ting- und gegebenenfalls ein Affinitatsmodul umfaftt oder einen Vektor, der das 
Nukleinsauremolekul enthalt; und 

(b) ein Modulatormodul, das kovalent mit einem Prozessierungsmodul und/oder 
einem Effektormodul verbunden ist, das die intrazellulare toxische Wirkung des 
Effektormoduls moduliert oder einen Vektor, der eine das Modulatormodul co- 
dierende Nukleinsaure enthalt. 

Das Modulatormodul kann im erfindungsgemaRen Arzneimittel also kovalent mit den 
anderen Modulen verknupft sein und so vom selben Vektor codiert werden wie diese 
Module oder es kann als separate Einheit auftreten und wird dann beispielsweise 
von einen zweiten Vektor codiert, vorzugsweise jedoch zusammen mit den anderen 
Modulen durch in einem einzigen Vektor vorhandene Sequenzen. 
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In der Ausfuhrungsform. in der das Arzneimittel die genannten Polypeptide enthalt, 
werden diese vorzugsweise vor der Arzneimittelformulierung als kovalent verknupftes 
Fusionsprotein dargestellt. Somit wird in besonderem MaRe sichergestellt, daR der 
Polypeptidkomplex. der sowohl das Effektor, Prczessierungs- und Targetingmodul 
wie auch vorzugsweise das Modulatormodul aufweist. in ein und dieselbe Zieizelle 
aufgenommen wird. Sofern das Arzneimittel den/die erfindungsgemassen Vektoren 
enthalt werden in der Regel 10 s bis 10* Kopien pro Vektor nach den vorstehend 
dargestellten Verabreichungssohemata appliziert. Die erfindungsgemassen Vektoren 
konnen auch gentherapeutisch eingesetzt werden. Verfahren zum gentherapeut,- 
schen Einsatz von Vektoren sind im Stand der Technik ebenfalls bekannt. 
Die Ausfuhrungsform, in der das Arcneimitte! die Vektoren enthalt. ist besonders 
dann von Vorteil, wenn nicht eine sofortige Toxinwirkung beabslohtigt 1st. D,es kann 
beispielswe.se dann der Fal, sein. wenn das Arzneimittel als begleitende Therap.e 
verabreioh. wird. In dieser Ausfuhrungsform wird die Zielzellenspezifitat dadurch er- 
reicht daft man einen geeigne.en Vektor, beispielsweise einen retroviral Vektor 
einseizt im Stand der Teohnik sind eine Reihe retroviral Vektoren bekannt, die 
beispielsweise speziflsch fur T-Zellen sind. Die Expression der NukleinsSuren kann 
beispielsweise uber temperatursensiSve Promotoren erfo.gen. In der Prax,s kann der 
Patient beispielsweise uber einen geeigneten ZeKraum einer Warmeuu* ausge- 
setzt werden, woduroh die Expression der NukleinsSuren angesohaltet wird und das 
Toxin in der Zieizelle die gewiinschte Wirkung entfaltet. 

,„ einer bevorzugten Ausfuhrungsform des vorstehend erdrterten ertindun gsgenna- 
Ren Arzneimitteis ist der Modulator bzw. umfaRt das Modulatormodul d,e M.stellekUn 
B-Kette oder ein Fragment oder Derivat davon. 

,nsbesondere bevorzugt ist dabei aus den oben genannten GrtW-J, daR die Mi- 
stellektin B-Kette einen Austausch in Aminosaureposition 23, 38, 68, 70, 75. 79, 
oder 249 (die Nomenklatur bezieht sich auf die Aminosauresequenz der rMLB ge- 
maR Fig 11 J. mi. D1 als N-terminale Aminosaure) Oder eine Kombination deramger 
Austausohe aufweist. wobei der Austausch in Position 23 vorzugsweise e,n Aus- 
tausch D23 zu A, in PosKon 38 vorzugsweise W38 zu A. in Position 235 vorzugs 
weise D235 zu A, in Position 249 vorzugsweise Y249 zu A, in PosHion 68 vorzugs 
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weise Y68 zu S, in Position 70 vorzugsweise Y70 zu S, in Position 75 vorzugsweise 
Y75 zu S und in Position 79 vorzugsweise F79 zu S ist. Besoders bevorzugt ist hier 
wie auch in den nachfolgend diskutierten Ausfiihrungsformen, die diese Austausche 
betreffen, daft mindestens zwei, vorzugsweise mindestens drei, vier, fiinf, sechs, sie- 
ben und am starksten bevorzugt 8 derartige Austausche vorliegen. 

Die Erfindung betrifft ferner einen Kit, enthaltend 

(a) einen Vektor, der ein erfindungsgemaftes Nukleinsauremolekul enthalt; 
und/oder 

(ba) einen Vektor, der ein erfindungsgemaftes Nukleinsauremolekul enthalt, wobei 
das Nukleinsauremolekul ein Effektor-, Prozessierungs-, Targeting- und gege- 
benenfalls Affinitatsmodul codiert; und 

(bb) einen Vektor, der ein Nukleinsauremolekul enthalt, das einen Modulator codiert, 
der die intrazellulare toxische Wirkung des Effektormoduls moduliert. 

Mit dem erfindungsgemafien Kit kann insbesondere die Effizienz der verschiedenen 
Module in verschiedenen/auf verschiedene Zielzellen in vitro untersucht werden. Ex- 
emplarisch fur die in vivo Situation werden z.B. neoplastisch transformierte Zellen in 
vitro gezuchtet und mit den Vektoren gemaft Ausfuhrungsform (a) Oder gemaft Aus- 
fuhrungsform (ba) und (bb) transfektiert. Die Auswirkung der Expression v 0r . 
schiedenen Module auf die Viability der transfektierten Zellen kann beispielsweise 
unter dem Mikroskop verfolgt werden. Somit liefert der erfindungsgemafte Kit wert- 
volle Ergebnisse fur die Entwicklung von Arzneimitteln beispielsweise zur Tumorthe- 
rapie. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist der Modulator im erfindungsgemafien Kit 
die Mistellektin B-Kette Oder ein Fragment oder Derivat davon. 

* 

Besonders bevorzugt ist dabei, daft die Mistellektin B-Kette einen Austausch in Ami- 
nosaureposition 23, 38, 68, 70, 75, 79, 235 oder 249 oder eine Kombination derarti- 
ger Austausche aufweist, wobei der Austausch in Position 23 vorzugsweise ein Aus- 
tausch D23 zu A, in Position 38 vorzugsweise W38 zu A, in Position 235 vorzugs- 
weise D235 zu A, in Position 249 vorzugsweise Y249 zu A. in Position 68 vorzugs- 



-27- 



WO 98/29540 



PCT/EP98/00009 



weise Y68 zu S, in Posrtion 70 vorzugsweise Y70 zu S, in Position 75 vorzugsweise 
Y75 zu S und in Position 79 vorzugsweise F79 zu S ist. 

Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der Mistellektin B-Kette Oder eines 
Fragments Oder Derivats davon zur Modulierung der Wirksamkeit eines intrazellular 

aktiven Toxins. 

Wie bereits vorstehend dargestel.t, wird durch die voriiegende Erfindung erstmalrg 
oezeigt da& die zuckerbindende Komponente eines Typ ll-RIP in der Lage ist, d,e 
Ltoxi'sche Wirkung eines Toxins intrazellular zu rmdulieren und insbesondere zu 
elhen. Es wird erfindungsgemaa davon ausgegangen, daR die Z.B. Miste,lek.,n B- 
Kette nicht nur die Toxizitat der Mistellektin A-Kette moduliert, sondern auch d,e an- 
derer Toxine. insbesondere solcher vom Typ I- Oder Typ II-R.P. Der Fachmann kann 
vermittels der enlndungsgemMen Lehre leicht feststellen. Ob der Modulator d,e Tox,- 
zita. eines in.eressierenden Toxins tatsSchlich verSndert. Insofern sind vor .der e*- 
dungsgemaKen Verwendung a„e intrazeHulSren Toxine und nicht nur d,e M,ste,,ek„n 

A-Kette umfalit. 

Bevorzugt ist erfindungsgen* eine Venvendung, wobei das Toxin intrazellular ein 
Spaltprodukt eines Fusionsproteins ist, das die folgenden Komponenten aufwersf. 
(a) ein EffektormoduLdas das Toxin umfallt; 

b ein Prozessierungsmodul, das kovalent mit dem Effektormodu, verbunden ,st, 

und das eine Erkennungssequenz Mr eine Protease aufweist; und 
M ein Targetingmodul, das kovalent mil dem Prozessierungsmodul verbunden ,st, 
und das spezifisch an die OberMche einer Zelle bindet. wodurch die Internah- 
sierung des Fusionsproteins in die Zelle vermrttelt wird; und gegebenenfalls 
(d) ein AfflnitStsmodu,, das kovalent mi. dem Effektormodu,, dem Prozessierungs- 
modul dem Targetingmodul und/oderdem Modulatormodul verbunden ,st. 
Diese bevorzugte AusfOhrungsform macht zudem Gebrauoh von dem erfndungsge- 
mSKen und eingangs bescbriebenen moduiaren Konzept. Insofern hat drese Ausfuh- 
rungsform besondere praktische Vorteile bei der Entwicklung von Arzne.mrtten. 

Besonders bevorzugt is. dabei eine Verwendung, wobei die Mistellektin B-Kette ei- 
„en Austausch in AminosSureposiUon 23, 38, 68, 70, 75, 79, 235 Oder 249 Oder e.ne 
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Kombination derartiger Austausche aufweist und wobei der Austausch in Position 23 
vorzugsweise ein Austausch D23 zu A, in Position 38 vorzugsweise W38 2U A in 
Position 235 vorzugsweise D235 zu A, in Position 249 vorzugsweise Y249 zu A ' in 
Position 68 vorzugsweise Y68 zu S, in Position 70 vorzugsweise Y70 zu S in Posi- 
tion 75 vorzugsweise Y75 zu S und in Position 79 vorzugsweise F79 zu S ist.' 

Bevorzugt ist ferner eine Verwendung, bei das Toxin die A-Kette von Typ II R| Ps (Mi- 
stellektin, Ricin, Abrin, Ebulin, Modeccin und Volkensin) oder von Typ I R| Ps (Sap o- 
rin, Gelonin, Agrostin, Asparin, Bryodin, Colocin, Crotin, Curzin, Dianthin Luffin 
Trichosanthin und Trichokirin), oder ein intrazelluar toxisches Fragment oder Derivai 
davon ist. 



Daruber hinaus betrifft die Erfindung ein Verfahren zur in vitro Testung eines pro- 
spektiven Modulators, wobei man folgende Schritte durchfuhrt: 

(a) Transfektion einer Zielzelle mit einem Vektor, der ein Nukleinsauremolekul ent- 
halt, das ein Effektor-, Prozessierungs-, Targeting- und gegebenenfalls Affini- 
tatsmodul codiert; 

(b) Transfektion einer Zielzelle mit einem Vektor, der eine Nukleinsaure enthalt, die 
einen prospektiven Modulator codiert; 

(c) Expression der Nukleinsauren in der Zielzelle; und 

(d) Messung der modulierenden Aktivitat des prospektiven Modulators auf die To- 
xizitat des Toxins. 

Mit dem erfindungsgemaiSen Verfahren lassen sich eine Vielzahl von prospektiven 
Modulatoren testen. die unterschiedlichsten Ursprungs sein konnen. Vorzugsweise 
sind die Modulatoren pflanzlichen Ursprungs. Das Verfahren kann in einer bevor- 
zugten Ausfuhrungsform auch dazu eingesetzt werden, den EinfluR von Veranderun- 
gen an einem Modulator zu testen. So kann beispielsweise ein Modulator durch re- 
kombinante Techniken dergestalt verandert werden, daft er eine weitere, im naturli- 
chen Zustand nicht vorhandene Domane aufweist, die eine gewiinschte biologische 
Funktion erfullt. Mit dem erfindungsgemalien Verfahren kann getestet werden ob 
und inwieweit diese Veranderung die modulierenden Eigenschaften des Modulators 
beeinfluSt. Selbstverstandlich k6nnen auch andere, dem Fachmann geiaufige Modifi- 
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kationen am Modulator mi. diesem Verfahren getes.e. werden. Der Fachmann kann 
geeignete Zielzellen gemafi seinen experimentellen Vorgaben auswShlen. 

Dem Fachmann ist es moglich, ein Nukleinsauremolekul, das ein Effektor, Prczes- 
sierungs. Targeting- und gegebenenfalls Affinitatsmodul codiert. stabil cder trans.ent 
in eine gewunschte ZielzeUe einzubringe, DemgemiB bethffl die Erf.ndung ferner 
ein Verfahren zur in vitro Testung eines prospektiven Modulators, wobei man fol- 

gende Schritte durchfuhrt: . 

(a, Transfektion einer Zielzelle, die ein Nukleinsauremolekul enthalt. das e,n Ef- 
fektor- Prozessierungs-. labeling- und gegebenenfalls AfMWsmodul codiert. 
mit einem Vektor. der eine Nukleinsaure enthalt. die einen prospektiven Modu- 
lator codiert; 

(b) Expression der Nukleinsauren in der Zielzelle; und 

(c) Messung der modulierenden Aktivitat des prospektiven Modulators auf d,e To- 

xizitat des Toxins. k< J . 4 „ in 

Schlielilich betrifft die Erf.ndung ein Verfahren zur Herstellung eines Modulator . 
2 dieselben Schritte wie in den vorstehend bechribenen in vitro Testverfahren 
durchgefuhrt werden und dazu noch folgerder Schrrtt: 
(e) bzw (d) Isolierung des Modulators. 

Die isolierung kann vorzugsweise nach Standardverfahren durchgefuhrt warden. 

Bevor die Erflndung durch die Beispiele eriautert wird, werden al,gemeine Gesichts- 
punkte dargestellt. wie die Enlndung technisch auf der Basis des allgememen Fach- 
wissens umgesetzt werden kann: 

Der modulare Charakter der Komponenten Effektormodu, (E), Modulatormodu, (M). 
Targetingmodu, (T). Prozessingmodu, (P) und Affin^tsmodu, (A) wird ublicherwe.se 
durch Einfuhmng von geeigneten Restriktionsschnittsteilen. ieweils am N- 
Terminus der entsprechenden Nukleinsauremolekule bzw. Gene, real,s,ert. D,e Nu- 
kleinsauresequenz des Effektormoduls, in der hier diskutierten AusfOhmngsform von 
Z en J. N-termina, eine Erkennungsseguenz der Rest«onsendo„uk,ease 
Ndel. was die Moglichkei. zur N-termina,en Fusion des Effektormoduls mit Prozess.e 
rungsmodulen ermaglich. (B*« 1 ). C-terminale Fusionen werden B. urch e n 
Ava -Restriktionsschnittstelle ermaglich, (R 3 . 11,). In der «, das Modulatormodul 



-30- 



WO 98/29540 



PCT/EP98/00009 



(vorzugsweise rMLB) codierenden Sequenz konnen beispielsweise die N-terminal 
Restriktionsschnittstellen Stul Oder BspLU11l und die C-terminale Restriktions 
schnittstelle EcoRV zur Genfusion mit weiteren Modulen genutzt werden (Fig. 11. b) 
Prozessierungsmodule, die z. B. aus dem rekombinanten Propeptid des Mistellektins 
erhalten werden konnen (Fig. 11. c), konnen aufgrund ihrer kurzen Sequenz in Form 
chemisch synthetisierter Genkassetten an die jeweils benotigten Restriktionsschnitt- 
stellen und an das jeweilige zielzellspezifische Proteaseprofil angepafit werden, wo- 
bei letzteres die selektive Wirkung der erfindungsgemafien Fusionsproteine noch 
erhohen kann. 



Die Bereitstellung der Fusionsproteine in hohen Reinheitsgraden erfolgt vorzugs- 
weise durch einen oder mehrere Chromatographieschritte, vorzugsweise durch Affi- 
nitatschromatographien, die eine Anreicherung der Fusionsproteine beispielsweise 
unter Verwendung der Affinitatsmodule erlauben. Ferner kann eine Selektion auf ein 
funktionelles Targetingmodul die weitere Aufreinigung ermoglichen. Die Reihenfolge 
der Aufreinigungsschritte kann dabei beliebig sein. In Beispiel 3 wird die Anwendung 
eines Zweischritt-Reinigungsverfahrens ohne die Verwendung eines Affinitatsmoduls 
gezeigt. Es erfolgt im ersten Schritt eine Reinigung des erfindungsgemafien Fusi- 
onsproteins fiber seine Targetingmodul vermittelte Heparinaffinitat und im VwPitPn 
Schritt eine weitere Aufreinigung uber einen immobilisierten Antikorper, der eine Affi- 
nity zum Effektormodul aufweist. Zu den effektivsten Methoden, Proteine aus 
Zellextrakten anzureichem, zahlt die Affinitatschromatographie. Von besonderem 
Vorteil fOr die Anreicherung von ITFs ist die Verwendung des His-Tag's als Affini- 
tatsmodul (Hexahistidinsequenz mit Affinitat an Nickel-NTA-Sepharose), da selbst die 
Anwesenheit von chaotrophen Salzen keinen nachteiligen Einfluli auf' das Bindever- 
halten zeigt. Die Verwendung des Affinitatsmoduls „His-Tag" zur Darstellung von 
ITF's in nativer Form wird in Beispiel 12.b, die in denaturierter Form in Beispiel 12.c 
am Beispiel von ITF-P2-C1 exemplarisch beschrieben. Somit kann die Anreicherung 
und Reinigung von Proteinen in nativer (Fig. 25) sowie denaturierter Form (Fig. 24) 
erfolgen, so daft je nach dem spezifischen Verhalten der jeweiligen ITF-Variante die 
vorteilhaftere Methode zur Anwendung kommen kann. Interessanter Weise erfolgt 
auch bei der Reinigung unter denaturierenden Bedingungen neben der nahezu voll- 
standigen Abreicherung von Fremdprotein auch die von proteolytischen Abbaupro- 
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dukten (Fig. 24), was den Vorteil dieser Methode zusatzlich unterstreicht. Ein Verfah- 
ren zur Darstellung von loslichen ITF. ausgehend von in GuHCI gelosten, ITF-halti- 
gen Einschluftkorpern ist in Beispiel 12.c beschrieben. 

Als Beispiel eines erfindungsgemaften Fusionsproteins des Typs TPE (Targeting-, 
Processierungs-, Effektormodul) wurde der "basic fibroblast growth factor" (bFGF) als 
Targetingmodul uber ein Processierungsmodul an den N-Terminus von rMLA fusio- 
niert. Als Processierungsmodul dient hierbei eine Protease-sensitive Domane errt- 
sprechend einem C-terminal gelegenen Sequenzabschnitt des bFGF. Die Domane 
ist durch das Vorliegen wenig ausgepragter Sekundarstrukturelemente von dem N- 
terminal gelegenen Sequenzabschnitt von bFGF abgegrenzt. Aufgrund dieser Eigen- 
schaft sind die in diesem Abschnitt gelegenen Protease-Erkennungssequenzen fur 
Proteasen der Zielzellen erkennbar. Die Bereitstellung der Substanz kann durch he- 
terologe Expression des Fusionsgens in E. coli gemaft Beispiel 3 durchgefiihrt wer- 
den. Fig:4.a zeigt die Identitat der auf diesem Wege gewonnenen Substanz durch 
immunologische Detektion mit den monoklonalen anti-bFGF- und anti-nMLA Antikor- 
pern in einer Western-Blot-Analyse. 

Die Funktionalitat eines derartigen bFGF-MLA-Fusionsproteins wurde gegenuber 
B16-Zellen gemaR Beispiel 5 dargestellt. Der Vorteil der Verwendung von B16-Zellen 
liegt darin begrundet, dali bekannt ist, daft sie vermehrt bFGF-Rezeptoren auf ihrer 
Zelloberflache prasentieren. Der Vergleich der zellabtotenden Wirkung von bFGF- 
rMLA (Fig. 4.a) mit der Wirkung des Effektormodul s, in Form von rMLA (Fig. 4.b) al- 
leine, demonstriert eindrucksvoll die Realisierung des erfindungsgemalien Konzepts 
der Verwendung eines Targetingmoduls. Wahrend rMLA in dem untersuchten Kon- 
zentrationsbereich von 200 pg/ml bis 4 ug/ml keine toxische Wirkung auf die B16- 
Zellen ausubt, entfaltet bFGF-MLA eine potente cytotoxische Wirkung, mit einer 
halbmaximalen Viabilitat (l C -50-Wert) der B16-Zellen bei einer Konzentration von 48 
ng/ml (Fig. 7.a). Dadurch konnte erfindungsgemaft gezeigt werden. daft das anson- 
sten nicht wirksame Effektormodul rMLA durch kovalente Verkniipfung uber ein Pro- 
zessierungsmodul mit einem Targetingmodul, z.B. bFGF, selektiv zur Abtotung ge- 
gen B16-Zellen eingestzt werden kann. 
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In einem weiteren Ausfuhrungsbeispiel wird die Wirkung eines Modulatormodul s 
(rMLB) auf ein Effektormodul (rMLA) demonstriert. Ein Fusionsprotein von Typ TPE 
h,er bFGF-MLA (s. o.) t wird gemflfi Beispiel 4 durch einen zusammen mit rMLB 
durchgefuhrten in vitro Renaturierungsvorgang mit rMLB assoziiert (Fig 5a -5b) 
Die Assoziation wahrend des Renaturierungsvorganges nutzt die spezifischen Ei- 
genschaften von rMLB zur kovalenten Assoziation mit rMLA durch Ausbildung einer 
D.suifidbrucke. Das dazu benotigte Ausgangsmaterial in Form der beiden Polypep- 
tidketten kann durch Expression in £ coli in Form cytoplasmatischer Einschlu&korper 
gemaft 8e/sp/e/ 2 erfolgen. Die toxizitatssteigernde Wirkung des Modulatormoduls 
(rMLB) konnte in einem in vitro Modell gemaB Beispiel 6 nachgewiesen werden Ein 
Vergleich der Cytotoxizitat von bFGF-MLA/rMLB mit der Cytotoxizitat des nicht mo- 
dulierten TPE-Konstrukts (bFGF-MLA) zeigt eine Verbesserung des IC 50 -Wertes urn 
den Faktor 5, von 48 ng/ml auf 10 ng/ml (Fig. 8.b). Dieses Ergebnis bestatigt in ein- 
drucksvoller Weise die Funktionalitat von rMLB als Modulatormodul. Die in dem hier 
demonstrierten modulierten rML-ITF vorhandene Carbohydrat-Bindeaktivitat des Mo- 
dulatormoduls (rMLB) hat dabei keinen Einfluft auf die Aufnahme in die Zellen was 
dadurch nachgewiesen werden kann, daft die Zugabe von Lactose, einem kompetiti- 
ven Inhibitor der Carbohydratbindung von rMLB, keine Inhibition der Funktionalitat 
der assoziierten Polypeptide TPE/M bewirkt (Fig. 8. a). 

Das Referenzbeispiel 1 zeigt die Anwendung eines Polypeptids mit der Kombination 
der Module EPMT zur Untersuchung der Funktionalitat des ProML-Propeptids als 
Processierungsmodul. In diesem speziellen Beispiel wird als Modulator- und Targe- 
tingmodul (M T ) eine Wildtyp/rMLB-Kette verwendet, in deren Subdomanen 1a und 2 T 
eine intrinsische Carbohydrat-Bindeaktivitat belassen wurde, die im vorliegenden 
Beispiel zur wenig spezifischen Bindung an Glykosyl-Oberflachenstrukturen der 
MOLT4-2ielzellen und somit zur Targetierung des Konstruktes vorteilhaft ausgenutzt 
werden kann. Diese Targetierungsfunktion Iflfit sich auf Strukturebene den genann- 
ten Subdomanen zuweisen und damit deutlich von den modulierenden Domanen 
funktionell unterscheiden. Dieses Minimalmodell nutzt die neuartigen Eigenschaften 
des rekombinant dargestellten ProMLs, insbesondere von dessen Propeptid aus 
Hier wird das Effektormodul (rMLA) uber das Propeptid des Mistellektins gemali Bei- 
spiel 3 an das Modulatormodul (rMLB) gekoppelt. Die Gewinnung dieses rML-ITF, in 
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Form von ProML (fig. 6), kann uber die Expression in £ co» und die Akkumuiaton 
cytoplasmatischer EinschiuKkorper. wie in Referenzbeispiel 2 ausgefuhrt wird, erfoi- 



gen 



Die Eignung von ProML, das in Referenzbeispielen dargestellt ist und nich. zur Erfin- 
dung gehort, als EPMT-Modul zeigt der Funk.ionama.stes. gegenuber Immunzellen 
des Biu.es, wie , B. der humanen leukamischen Ze„inie MOLT-4 ^ Oft* » 
(Ro 9 a) Die zu beobachtende Wirksamkeit von ProML, mil einem ICso-Wert von 5 
noL zeig. die bisher nich. bekannte und uberraschende Eigenschaf. eines Typ II- 
RIP-Propep.ids. ein fcnk.ione.les Prozessierungsmodul in Form einer proteasesens,- 
tiv en Sequenz herein zu konnen. DarOber hinaus wird das Effek.ormodu, 
(rMLA) durch das in.ak,e Propeptid auKerhalb der Zeiie inaktivier, gehaKen. D,es 
Ln.e bisher nich. fur wei.ere bekann.e Pro-Formen anderer Typ ,i-RiPs geze.c, 
werden. Um ein speeches Ze,,-Tar g e.ing durch«hren zu konnen is. ^ ^ 
schaiten der unspezifischen BindeaMiviB. der Moduia.ordomane vone,, ML Dazu ,s. 
es wich.ig, die Ca*ohvdra«.Bindes.e„en sowie die an der Bindung 
nosau ren zu kennen. Diese wurden wie im Beispiel 7 beschneben ,m 
Kette des Mistellektins durch Mu.a«on auf NukieinsSureebene ausgetausch.. An- 
schiieAend wurde das Carbohyd„bindung,inak S vie rt e r,ML ger^ den Aus^ 
gen in Beispiel 8 fa. - c, durch Expression der Einzeiketten und ,n vtro co-F Lung 
argeste,,. (Tig. 13,. Die Cy.o.ox^t dieser rML-Variante is,, wie aus Be.spre/ 9 zu 
erslhen dras.isch reduziert. so daS im anges.reb.en Niedrig-Dosierungbere,ch e,ner 
pc**— ITF-Therapie, mi. einer dras.ischen Abmiiderung des Risikos von Ne- 
benwirkungen im Vergleich zu bisher bekann.en Immun- und Mi.o.osinen ausgegan- 
aen werden kann (Fig. 14). 

Lp/e, 10 beschreib. das Vorgehen zur Kons.ruk.ion von Vektoren. d,e a,s Aus- 
gangspunk. zur KonsUukton beiiebiger ,TF-Toxine durch modulare insertion von 
Targetingmoduien dienen, sowie auAerdem die Magiichke* zur Reai,s,erung u*e, 
Jediicher Anordnungen und Kombina.ionen der einzeinen ,TF-Moduie eroffnen 

Um d e FunLamm eines ITF-Toxins mi. einem spezifschen Targe.ing-Modu, zu 
demons,heren, wurde die Sequenz des neuri.ogenen P2-Pe P «ds (Weishaup. e , - 
,995, in Form eines synthetischen Genfragments ( Fig. 19) in den Vektor p,ML-03-H 
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e.ngefugt (Beispiel 1 1, Fig. 17 u. 18) und zur Expression gebracht (Beispie, 12 a) Die 
Rein.gung dieser ITF-Variante kann anschliefcend uber das Affinitatsmodul sowohl 
unter nativen (Beispiel 12.b, Fig. 24) als auch unter denaturierenden Beding Ungen 
(Beispiel 12.b, Fig. 25) gereinigt, bzw. in vitro renaturiert werden (Beispiel 12 c- Fig 
27). Die Wirksamkeit eines solchen ITF-Toxins wird weiter unten naher beschreiben 
Eine Voraussetzung und zugleich ein Hauptproblem der Entwicklung von cytotoxisch 
wirksamen Substanzen auf Basis von ribosomeninaktivierenden Proteinen ist die 
Verkniipfung von Toxin-, Modulator- und Targetingmodulen in der Art, daft sie au- 
fierhalb von Zielzellen und unter physiologischen Bedingungen stabil verbunden 
bleiben, intrazellular jedoch von einander abgespalten werden, so dali sich die To- 
xinwirkung entfalten kann. Diese Anforderung ist durch die Verwendung von Poly- 
peptid-Linkern (Processierungsmodulen) zu erfullen, die aufierhalb der Zellen eine 
stabile Verknupfung gewahrleisten, intrazellular jedoch von speziellen Enzymen - i. 
d. R. Proteasen - hydrolytisch gespalten werden. In den Mistellektin-basierten ITF- 
Toxinen konnte ein solcher Linker - bzw. Prozessierungsmodul im Sinne der Erfin- 
dung - der die geforderte Funktionalitat des Toxins ermoglicht, erstmals erfolgreich 
eingesetzt werden. Als eine Konsequenz der Proteasesensitivitat des verwendeten 
Prozessierungsmoduls ergibt sich allerdings, daft bereits wahrend der heterologen 



tormodule als Nebenprodukt anfallen (Bsp. 12, Fig. 26), die dann in der anschlie&en- 
den Aufarbeitung und Reinigung der ITFs abgetrennt werden miissen. Durch Ver- 
wendung von E. coli Stammen mit geeigneter Proteasedefizienz lalit sich der Anteil 
an Abbauprodukten zusatzlich begrenzen. 

Die Wirkung des ITF mit dem neutritogenen P2-Peptid als Targetingdomane auf P2- 
spezifische autoreaktive T-2ellen in vitro wird beispielsweise mittels Durchflusscyto- 
metrie in einem FACS (fluorescence activated cell sorter) analysiert (Beispiel 13) 
Durch die vewendete Farbemethode (Annexin-V/Propidiumjodid) kfinnen apoptoti- 
sche von nekrotischen Zellen unterschieden werden. Die Messungen nach 2h (Fig. 
28) und nach 24h (Fig. 29) zeigen (nahere Erlauterung in Beispiel 13), dalJ je nach 
Dauer der Behandlung und Konzentration beide Arten des Zelltodes durch das ITF 
induziert werden. 



Die Figuren zeigen: 
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Fig. La: 



Fig. 3: 



Konstruktion eines Vektors zur Expression eines rML-ITF vom Typ TPE 
(bFGF-MLA). 

Fig. 1 .b: C-terminale Processingsequenz von bFGF. 
Fig 1 c- Expressionsvektor des Effektormoduls (rMLA). 

Fig'. 2: ' Vektoren zur Expression der Module TPE (bFGF-MLA) und M (rMLB) zur 

in vitro Assoziation. 

Konstruktion eines Vektors zur Expression eines rML-ITF vom Typ EPMT 
(ProML). 

Fig. 4.a: Rekombinante Darstellung von bFGF-MLA. 
Fig 4 b- Rekombinante Darstellung von rMLA. 

F|Q 5 a- Rekombinante Darstellung von bFGF-MLA/rMLB (Gesamtproteinfarbung) 

Fig'. 5.b: Rekombinante Darstellung von bFGF-MLA/rMLB (Westem-Blot-Analyse). 

Fig. 6: Rekombinante Darstellung von ProML. 

Fig. 7: Cytotoxizitat von bFGF-MLA. 

Fig 8 a- Cytotoxizitat von bFGF-MLA/rMLB. 

Fig. s'b: Modulierung der Cytotoxizitat von bFGF-MLA durch rMLB. 

Fig. 9.a: Cytotoxizitat von ProML. 

Fig 9 b- Cytotoxizitat von ProML im Vergleich zu rML. 

Fig". 1 0: Beispielhafte Auswahl von Kombinationsmoglichkeiten der rML-ITF-Mo- 

dule. 

Fig 1 1 a: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz von rMLA. 
Fig 1 1 b - Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz von rMLB. 
Fig. 1 1 .c: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz des rML-Propep- 

tids. 

Die Nukleotidsequenz der Fig. 11 zeigt verschiedene Restriktionsspalt- 
stellen, Start- und Stoppcodons, die vom Fachmann bei Bedarf zum er- 
findungsgemaften Zwecke entfernt Oder verandert werden konnen. 
Derartige Ausfuhrungsformen sind in den Figuren 11a' - 11c 1 gezeigt. 
Fig. 11. d: Flankierende Bereiche der ProML-Genkassette im Expressionsvektor 

pT7ProML 

Fig. 1 1 .e: Flankierende Bereiche der IML-Genkassette im Expressionsvektor pIML- 

02-P 
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Fig. 12: 
Fig. 13: 
Fig. 14: 

Fig. 15: 
Fig. 16: 
Fig. 17: 
Fig. 18: 
Fig. 19; 
Fig. 20: 



Fig. 21: 



Fig. 22: 



Fig. 23: 



Fig. 24: 



Fig. 25: 

Fig. 26 
Fig. 27 
Fig. 28 

Fig. 29: 



Rekombinante Darstellung von rML 
Rekombinante Darstellung von rIML (rML Ala1p2y) 

Cytotoxic von rIML mit inaktivierten Carbohydratbindestellen im Ver- 
gleich zu rML (Wildtyp) 

Konstruktion eines Vektors zur Expression eines rML-Derivats ohne Car- 
bohydrataffinitat. 

Konstruktion eines modularen periplasmatischen Expressionssytems zur, 
Darstellung von ITF-Toxinen. 

Assemblierung von ITF-Toxinen auf Basis der Vektoren plML-03-H bzw. 
plML-03-P mit spezifischer Aktivitat gegniiber Zielzellen. 
Vektor zur Expression eines ITF-Toxins, spezifisch gegen eine P2-reak- 
tive neuritogene T-Zellinie. 

Synthetische Genkassette, codierend fur die Aminosauren 53 bis 78 des 
P2-Proteins. 

Synthetische Linkerkassette zur Bereitstellung von Modularitat am 3*- 
Ende von rMLB Alaip2y. 

Synthetische Linkerkassette zur Bereitstellung von Modularitat am 3'- 
Ende von rMLB Alaip2y mit Affinitatsmodul ("His-Tag"). 

Mutagene Oligonukleotide zur InaktiviPn jog ^o n Carbo h y drat bindesteltBn 

in rMLB. 

Mutagene Oligonukleotide zur Konstruktion von modularen ITF-Genkas- 
setten. 

Reinigung von ITF-P2-C1 an Ni-NTA-Sepharose unter denaturierenden 
Bedingungen. 

Reinigung von ITF-P2-C1 an Ni-NTA-Sepharose unter physiologischen 
Bedingungen. 

* 

Prozessierung von plTF-P2-C1 bei der Produktion in E. coli. 
Darstellung von ITF durch in vitro Faltung. 

FACS-Analyse von P2-spezifischen T-Zellen nach zweistundiger Inkuba- 
tion mit ITF-P2-C1. 

FACS-Analyse von P2-spezifischen T-Zellen nach 24-stiindiger Inkuba- 
tion mit ITF-P2-C1 
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Die Beispiele erlautern die Erfindung. 



Beispiel 1 



Kons.ruR.ion eines Vektors zur heterologen Expression eines Fus.onsprc.eins 

- m » 



des Typs TPE (bFGF-MLA) in E. co/i 



A,s Beispiel fur einen zieizellspeziflschen Einsa* der ribosomeninaWivierenden Akt,- 
rd7Mis,e„e Wi n-A-Ke«e (nVILA), wurde ein Fusionsgen konsMer, das ,n e,ner 

Wirfszeiie (£ co« BL21 , zur cy,op,asma t ischen AKKu mU ,a,ion e,nes us - 
o s Proteins bestehend aus dem basischen Fibroblasten Wachs.ums.aR.or (bFGF) 
Cohrt Das Fusions P ro,in besitz. son,, den bFGF-An.ei, a,s Targe.^o- 

nd die rMLA-DomSne als Effektormodui. Die C-terminale Sequenz des bFGF 
dul und die ™l« Processingmodul 
enthalt eine Trypsinspaltstelle (Lapp, et al„ 1994) uno 



(Fig. 1.b). 



Au sgehend von einer Plasmid-ONA-Praparation (Piasmid-MiniprSparaUo, Qiagen) 
T^Z E co//XL1-B.ue propagierten P.asmids pUC-bFGF (R&D Systems. W,es- 

i-if-i hPPF <;nP7ifischer Primer amplifiziert (F/g. 7. a). iNacn 
tinn fPCW unter Verwendung bFGF-spezmscner r. r 

^des Ampi—produk* .. der 

anschliellender Aufreinigung (PCR Punficaton Krt, Fa. Qiagen) wuro 

I men. mA dem eben,ai,s Nde,-hydro,ysier,en und dephosphoryiierten Vektor pT7- 

M 4 S, < < Konstruktion im De.ai, in der EP Anmeidung Nr 

1 9 9 8 'aris e,,, is., in einer T4-Ugase.Reak, to n kovaien. verknOpf, Nach 

T lZln des L *a U onsansa.zes in E. co« XU-Biue wurde durch Aus pl a«,eren 

T. aL ioillin-Agar au, Kione seiekWert, die das gewunscWe Piasm,d pTWQF- 

M A in eiiu, e,b,ier. baben. Die Piasmid-DHA ausgew.hi.er Kione wurde durcb 

«e mi. geeigne.en Res.«onsendonuk,easen auf das e,ek,rophore„sc h e 
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Auftreten vorhergesagter charakteristischer Fragmentgroften hin getestet Die kor 
rekte Sequenz des bFGF-Gens aus einem ausgewahlten positiven Klon wurde durch 
Nukleotidsequenz-Analyse verifiziert. 

Der erhaltene Expressionsvektor pT7bFGF-MLA (Fig. la) enthalt das fur bFGF-MLA 
codierende Fusionsgen unter Kontrolle des P hi10-Promoters. Nach Induktion mit 
IPTG kommt es in E. coli BL21 zur Bildung von T7-Polymerase, wodurch es zu einer 
hohen Transkriptionsrate des bFGF-MLA-Gens kommt. Das gebildete Genprodukt 
kann anschlieliend aus der loslichen- oder der Einschluftkorper-Fraktion der Zellen 
isoliert werden. 



Beispiel 2 

Konstruktion der Vektoren zur heterologen Darstellung eines assoziierten Fu- 
sionsproteins des Typs TPE/M (bFGF-MLA/rMLB) 

Zur Darstellung eines assoziierten Fusionsproteins: Typ TPE/M, bestehend aus in 
vitro gekoppeltem bFGF-MLA und rMLB wird zum einen ein Vektor zur Expression 



von DhUh- MLA (pT7bFGF-MLA) und zum anderen ein Vektor zur Expression von 
rMLB (pT7-ML25-26) benotigt (Fig. 2). Die Konstruktion des Vektors pT7bFGF-MLA 
«st in Beispiel 1 beschrieben. Zur Konstruktion des Vektors pT7-ML25-26 wurde die 
vollstandige, rMLB codierende Sequenz durch spezifische PCR aus komplexer g e , 
nomischer Viscum album DNA amplifiziert, wobei uber nicht-komplementare Berei- 
che der eingesetzten Primer-Oligonukleotide Translationskontrollelemente sowie Er- 
kennungssequenzen fur Restriktionsendonukleasen eingefuhrt wurden, uber die das 
Gen fur rMLB in den Expressionsvektor kloniert worden ist (Detaillierte Beschreibung 
in: EP Anmeldung Nr. 95109949.8). 
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Referenzbeispiel 1 



Kons.ruk.ion eines Vektors zur heterologen Expression eines Polypep.ids des 
Typs EPM T (ProML) in £ coli 

Zur rekombinan.en Darstellung von ProML - dem in der MM synthetisierten. RiP- 
ina ktiven ML-Vor,auferpro.ein - wurden die aus der Mis.el duroh « und 
klonierten Gehfragmente far die rMLA (pML14-17>, das Propeptid ( P ML7-9) und d. 
1 ML25-26, (Oe«ie rt e Beschreibung in: EP Anmeldung Nr. 95109949,, ,n 
zwei sequentieiien Ligasereaktionen kombiniert und anschliefiend in den Expres- 
sionsvektor pT7-7 kloniert (Fig. 3). 

Dazu wurde nach Nrui/Kpnl-Hydroiyse des Vektors pML7-9 die Pro-Sequenz uber 
Agarosegei-Elektrophorese praparier. und in den Nrui/Kpnl-hydroiysierten. dephos- 
plyiierten Vektor pML14-,7 kioniert (fi 9 . 3). Nach Transformation von E.co , 
XUbiue wurde die Plasm.d-DNA ampici,linresis.en.er Klone durch Hydrolyse m« 
Nru ,/K P n, auf insertion der Pro-Sequenz vaiidiert. ,n den so erhaitenen Ve tor pML - 
,7 wurde nach der gleichen Strategie, iedoch unter Verwendung der Res.nW,onsen- 
donukieasen Aa.,i und BamHI. die Sequenz der rMLB-Kette mit der Pro-Sequenz 
usioniert. was zu dem Vektor pML7-26 fuhrte. Der Expressionsvektor P T7 P roML 
wurde nach den, gieichen Vorgehen, durch Umkionieren der ProML-Sequenz ,n en 
Vektor P T7-7 uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und BamHI erhalten. F,g. 11.d 
zeig. die Lage von Erkennungssequenzen der Restdktionsnukieasen, die e^e inser- 
tion der modularen Genkassette in einen entsprechenden Vektor 
H d M zudem die Anordnung von Translationskontrollelementen. h,er des Starico- 
dons ATG sowie der Stoppcodons TGA und TAA. zur beispieihaften cvtoplasma,,- 
schen Expression eines Poiypeptids des Typs EPM T (ProML) in E.coii geze,gt. Das 
ProML-Gen steh, unter Kontroiie des P hi10-T7-Promo.ors. Bei Trans.ormat.on d 
Plasmids in B. co, BL21. der das T7-Po,ymerasegen in trans zur Veriugung stelit. 
komm. es nach Induktion mi. IPTG zur Bildung von T7-RNA-Po, y merase und ,m S,n- 
„e einer Verstarkungskaskade zur Transition des T7-Promo»er kon.ro.erten 
Gens Ais Folge der einsetzenden massiven Bildung spezifscher mRNA komm. es. 
je nach Transiationsefteienz und Proteineigenschaften. in unterschiedlichem Aus- 
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maft zur Akkumulation des Genprodukts in der loslichen Phase Oder in cytoplasma. 
tischen EinschluBkorpern. 



Beispiel 3 

Verfahren zur Produktion eines Fusionsproteins (bFGF-MLA) durch losliche 
Expression in £ coli 

Die hier und in Beispiel 6 beschriebene heterologe Expression der jeweiligen rML- 
ITF-Gene erfolgt in £ coli BL21 , das uber ein chromosomal integriertes T7-Gen unter 
Kontrolle des Lac-Promotors verfiigt. Nach Zugabe von IPTG kommt es zur T7-RNA- 
Polymerase vermittelten Expression der das Fusionsprotein codierenden Nuklein- 
saure. Das Genprodukt kann aus der loslichen (dieses Beispiel) oder der nicht-losli- 
chen Fraktion (Beispiel 6) des Zellaufschlulies gewonnen werden, wobei sich die 
Anreicherung der Fusionsproteine in der gewunschten Fraktion durch die zur Induk- 
tipn verwendete IPTG-Menge in die eine oder andere Richtung dirigieren la/it. 

Zur Produktion von rekombinantem bFGF-MLA Fusionsprotein wurden 10 ml einer in 
LB-Amp-Medium stationer gewachsene'n £ coli BL21-(pT7bFGF-MLA; Fig. 7.a)-Vor- 
kultur in 1000 ml LB-Amp-Medium in 2000 ml Kolben uberfuhrt und bei 37° C bei 190 
UpM inkubiert. Bei Erreichen einer Zelldichte entsprechend einer OD 578 von 0,9 
wurde die Expression des Fusionsgens durch Zugabe von 500 uM IPTG induziert. 
Drei Stunden nach der Induktion wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 min, 
6000 UpM, 4° C, Sorvall GS3 Rotor) geerntet. Das Zellsediment wurde in Puffer A 
(600 mM NaCI; 10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 4° C) resuspendiert und durch zweimaiiges 
Passagieren einer "French-Press" Druckzelle (Fa. SLM Instruments) bei 1500 psi 
aufgeschlossen. Die Abtrennung der unloslichen Zellbestandteile erfolgte durch Zen- 
trifugation (1 7000 UpM, 30 min, 4° C, Sorvall SS34 Rotor). 

Die Anreicherung von loslichem bFGF-MLA-Fusionsprotein mit funktionellem bFGF- 
Anteil erfolgte durch Bindung an eine immobilisierte Hepahn-Affinitatsmatrix (1 ml 
HiTrap Heparin-Sepharose; Fa. Pharmacia) bei einem konstanten Fluli von 1 ml pro 
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min (Akta Chromatographieanlage; Fa. Pharmacia). An die Affinitatsmatrixgebunde- 
nes Protein wurde mit Puffer B (2M NaCI; 10 mM Tris-HCI; pH7,4) eluiert und zur 
Vorbereitung der weiteren Reinigung gegen Puffer C (50 mM NaH 2 P0 4 . 300 mM 
NaCI 1 mM EDTA, 10% (v/v) Glyzerin. 0,05% (v/v) Tween-20) dialysiert. Die Abtren- 
nung von bFGF-haltigen Abbauprodukten sowie co-gereinigten E. co//-Proteinen er- 
folgte durch Bindung des bFGF-MLA-Fusionsproteins an eine anti-rMLA-lmmunaffi- 
nitatsmatrix (260 ug anti-nMLA-IgG (TA5), immobi.isiert an Protein A-Sepharose 
CL4B (Fa Sigma, Deisenhofen) nach der Methode von Harlow & Spur, 1988). Der 
m onok.ona.e Antikorper anti-nMLA-IgG TA5 (Tonevitsky et a... 1995) wurde vom 
Autor zur Verfugung gestellt. Wie auch die anderen hier verwendeten Antikorper s.nd 
sie durch Standardverfahren unter Verwendung des entsprechenden Immunogens 
(im Falle von TA5 ist dies ML-1 oder MLA) herstellbar. Nach 2 stundiger Inkubafon 
der Affinitatsmatrix in der Proteinlosung unter Schwenken bei 4= C wurden die nicht 
gebundenen Proteine mit Puffer D (1 M NaCI; 50 mM NaH 2 P0 4 ; P H 7,4) ausgewa- 
scnen Gebundenes Protein wurde mit Puffer E (0,1 M G.ycin; 300 mM NaCI; 1 mM 
EDTA- 10% (v/v); Glyzerin 0,05% (v/v) Tween-20; P H 3,0) direkt in Ruckstell puffer 
(1M NaH 2 P0 4 ; PH 8.0) eluiert. Die Identitat des Proteins wurde durch Western-B.ot 
Analyse mit den monoklonalen Antikorpern anti-nMLA (TA5) (Tonevitsky et a.., 1995) 
sowie anti-bFGF (F-6162, Fa. Sigma, Deisenhofen) und einen zweiten. alkalische 
Phosphatase konjugierten Detektionsantikorper anti-Maus IgG-IgG (Fa. Sigma, De, 
senhofen) nachgewiesen (Fig. 4.a). 



Beispiel 4 



Darsteliung eines assoziierten Fusionsproteins: Typ TEP/M (bFGF-MLA/rMLB) 

Die Bereitsteliung von bFGF-MLA und rMLB kann unter Verwendung der Expres- 
sionsvektoren pT7bFGF-MLA und pT7-ML25-26 (Fig. 2) durchgefuhrt werden. Dazu 
wurden jeweils 10 ml von in LB-Amp-Medium stationar gewachsenen £. col,- 
BL21/pT7bFGF-MLA- bzw. E. coli- BL21/pT7-ML25-26-Vorkulturen in jeweils 1000 ml 
LB-Amp-Medium in 2000 ml Kolben uberfuhrt und bei 37' C mit 190 UpM geschutte.t. 
Bei Erreichen einer Zelldichte entsprechend einer OD 5 78 von 0,9 wurden d.e Ex- 
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pressionen durch Zugabe von 500 uM IPTG induziert. Drei Stunden nach der Induk- 
tion wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 min, 6000 UpM, 4° C, Sorvall GS3 
Rotor) geerntet. 



Das bFGF-MLA-haltige Zellsediment A und das rMLB-haltige Zellsediment B wurden 
jeweils in 20 ml Aufschlufcpuffer (20 mM NaH 2 P0 4 ; 50 mM NaCI; 1 mM EDTA; pH 
7,4; 4° C) resuspendiert und durch zweimaliges Passagieren in einer "French-Press" 
Druckzelle (SLM Instruments) bei 1500 psi aufgeschlossen. Durch Zentrifugieren (30 
min, 10000 UpM, 4° C, SS34-Rotor) wurden jeweils die unloslischen Zellbestandteile 
sedimentiert. Die EinschluGkorper enthaltenden Sedimente A und B wurden jeweils 
mit STET-Puffer (8% (w/v) Saccarose; 50 mM EDTA; 0,05% (v/v) Tween-20; 50 mM 
Tris-HCI; pH 7,4) gewaschen und anschlieliend fur 4 Stunden in 15 ml Denaturie- 
rungspuffer (6 M Guanidiniumchlorid; 20 mM DTT; 50 mM Tris-HCI; pH 8,0; RT), un- 
ter Riihren gelost. Durch Zentrifugieren (17000 UpM, 30 min, 4° c, Sorvall SS34 Ro- 
tor) wurden jeweils die unlflslichen Zellbestandteile entfernt. Der bFGF-MLA-Geha It 
von Losung A wurde durch Western-Blot-Analyse mit immunochemischer Detektion 
durch monoklonalen anti-bFGF-Antikorper (F-6162, Fa. Sigma), anhand eines bFGF- 
Standards (F-0291, Fa. Sigma, Deisenhofen) bestimmt. Der rMLB-Gehalt von L6- 
sung B wurde durch Western-Blot-Analvse mit immunnrhpmkcho r netektion durch 
monoklonalen anti-rMLB-Antikorper (TB33, Tonevitsky et al, 1995) und einem.alkali- 
sche Phosphatase konjugierten anti-Maus IgG-IgG Detektionsantikorper (Sigma, 
Deisenhofen), anhand eines ML1-Mengenstandards (Fa. MADAUS AG, Koln; Charge 
Nr. 220793) bestimmt. Der verwendete monoklonale Antikorper anti-nMLB-IgG TB33 
wurde vom Autor zur Verfugung gestellt. Wie auch die anderen hier verwendeten 
Antikorper sind sie durch Standardverfahren unter Verwendung des entsprechenden 
Immunogens (im Falle von TB33 ist dies ML-1 oder MLB) herstellbar. 

Zur in vitro Assoziation von bFGF-MLA mit rMLB wurde eine Proteinlosung (6 M 
Guanidiniumchlorid; 2 mM DTT; 50 mM Tris-HCI; pH 6.0) mit einem Gehalt an 
Kopplungspartnern von jeweils 0,5 mg, mit einer Geschwindigkeit von ca. 1 ml/h bei 
4°C unter Ruhren in Faltungs- bzw. Kopplungspuffer (50 mM NaH2P04; 50 mM KCI; 
1 mM EDTA; 10% (v/v) Glyzerin; 100 mM Glucose; 20 mM Lactose; 1 mM reduzier- 
tes Glutathion; 1 mM oxidiertes Glutathion; pH 8,0) des 28-fachen Volumens der 
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Proteinlosung zu einer theoretischen Zielkonzentration an bFGF-MLA/rMLB von 7.5 
ug/ml eingetropft. Nach 24 stundigem Ruhren bei 4° C warden unldsliche Bestand- 
teile sedimentiert (17000 UpM, 30 min, 4° C. Son/all SS34 Rotor). Die loslichen Pro- 
teine wurden urn Faktor funf konzentriert (N 2 -0berdruck-Ruhrze.le mil Diaflo Ultraf.l- 
trationsmembran YM30, Fa. Amicon) und gegen Chromatographiepuffer (20 mM 
NaH 2 P0 4 ; 300 mM NaCI; 1 mM EDTA; 0,1 g/l PVP K17; pH 8,0) dialysiert. 

Die Anreicherung von los.ichem und lactosebindendem bFGF-MLA/rMLB erfolgte 
durch Aff.nitatschromatographie an einer fc-Lactosyl-Agarose Affinitatsmatnx (Nr. 
20364- Fa Pierce) mit einer konstanten Fluftrate von 0.3 ml/min. Gebundenes Pro- 
tein wurde mit 400 mM Lactose enthaltendem Chromatographiepuffer eluiert. D.e 
erhaltene Eluatfraktion wurde gegen Aufbewahrungspuffer (20 mM NaH 2 P0 4 ; 300 
mM NaCI" 1 mM EDTA; 0,1 g/l PVP K17; P H 7.0) dialysiert. Die Reinheit der einge- 
setzten bFGF-MLA/rMLB-Probe wurde durch PAGE mit anschlieRender Silberfar- 
bung dokumentiert (Fig. 5.a). Die Identitat der Probenbande wurde durch Western- 
Blot Analyse mit den monoklona.en Antikorpern anti-bFGF (F-6162, Fa. Sigma) und 
anti-rMLB (TB33, Tonevitsky et al., 1995) sowie einem alkalische Phosphatase kon- 
jugierten anti-Maus .gG-IgG Detektionsantikorper (Sigma, Deisenhofen) nachgewie- 
sen (Fig. 5.b). 



Referenzbeispiel 2 

Bereitste.lung eines rML-lTF vom Typ EP M T (ProML) durch Expression in E. 
coH in Form von cytoplasmatischen EinschluRkorpern 

Zur Produktion von rekombinantem proML wurden 10 ml einer in LB-Amp-Medium 
stationar gewachsenen E a* BL21/pT7proML-Vorkultur in 1000 ml LB-Amp-Me- 
dium in 2000 ml Kolben uberfuhr. und bei ST C mit 190 UpM geschOttelt. Bei Erre,- 
chen einer Zelldichte entsprechend einer OD 578 von 0,9 wurde die Expression durch 
Zugabe von 500 uM IPTG induziert: Ore! Slunden nach der Induktion wurden d» 
Zellen durch ZenWugation (10 min, 6000 U P M, 4" C Sorvall GS3 Rotor) geerntet. 
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Das Zellsediment wurde in 20 ml AufschluGpuffer (20 mM NaH 2 P0 4 ; 50 mM NaCI- 1 
mM EDTA; pH 7,4; 4" C) resuspendiert und durch zweimaliges Passagieren in einer 
"French-Press" Druckzelle (SLM Instruments) bei 1500 psi aufgeschlossen Durch 
Zentrifugieren (30 min, 10000 UpM, 4' C, SS34-Rotor) wurden die unloslischen Ze.l- 
bestandteile sedimentiert. Das EinschluAkorper enthaltende Sediment wurde fiinf mal 
mit STET-Puffer (8% (w/v) Saccharose; 50 mM EDTA; 0,05% (v/v) Tween-20; 50 mM 
Tris-HCI; pH 7,4) gewaschen und anschlieftend fur 4 Stunden in 15 ml Denaturie- 
rungspuffer (6 M Guanidiniumchlorid; 20 mM DTT; 50 mM Tris-HCI; pH 8,0; RT) un- 
ter Ruhren gelost. Durch Zentrifugieren (17000 UpM, 30 min, 4° c, Sorvall SS34 Ro- 
tor) wurden unlosliche Zellbestandteile entfernt. 



Der ProML-Gehalt dieser Losung wurde durch Western-Blot-Analyse mit immuno- 
chemischer Detektion durch monoklonalen anti-rMLA-Antikorper (TA5, Tonevitsky et 
al., 1995) anhand eines ML1-Mengenstandards (Fa. MADAUS AG, Koln; Charge Nr 
220793) bestimmt. Die Proteinlosung wurde nun durch Gelfiltration (PD10 Fa 
Pharmacia) auf Renaturierungsbedingungen umgepuffert (6 M Guanidiniumchlorid- 
10 mM NaH 2 P0 4 ; pH 4,5) und auf eine ProML-Konzentration von 400 ug/ml einge- 
stellt. Renaturiertes ProML wurde durch Eintropfen (ca. 1 ml/h) der Proteinlosung in 
das 20-fache Volumen Faltungspuffer (50 mM KCI: 1 m M phta- m mM cluc0GC 
10 mM Lactose; 10%- (v/v) Glyzerin; 3 mM oxidiertes Glutathion; 0,6 mM red' 
Glutathion; 50 mM Tris-HCI; pH 8,5; 4' C) unter standigem Ruhren erhalten Der 
nach Zentrifugation (17000 UpM, 30 min, 4° C) erhaltene Gberstand wurde bei 4° C 
urn Faktor 4 einkonzentriert (N 2 -0berdruck-Ruhrzelle mit Diaflo Ultrafiltrationsmem- 
bran YM30, Fa. Amicon) und nochmals zentrifugiert (17000 UpM, 30 min, 4° C) An- 
schlieRend wurde die Probe gegen Lagerungspuffer dialysiert (300 mM NaCI- 1 mM 
EDTA; 100 mg/l PVP-K17; 20 mM NaH 2 P0 4 ; P h 8,0; 4" C). Ausbeute und Identity 
des renaturierten ProMLs wurde durch Western-Blot-Analyse, einer unter reduzie- 
renden Bedingungen durchgefuhrten PAGE unter Verwendung der MLA- und MLB- 
spezifischen monoklonalen Antikorper TA5 und TB33 (Tonevitsky et al., 1995) sowie 
einem alkalischen Phosphatase konjugierten anti-Maus IgG-IgG Detektionsantikorper 
(Sigma, Deisenhofen) nachgewiesen (Fig. 6). 
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Zur selektiven Anreicherung von ProML mit funktionell renaturiertem B-Ketten-Ante.l 
wurde die Proteinlosung, 1/10 in Chromatographiepuffer (100 mM NaCl; 1 mM 
EDTA- 100 mg/l PVP-K17; 0,05 % (w/v) BSA; 50 mM NaAcetat/Eisessig; pH 5.6; 4« 
C) verdunnt, an einer (i-Lactosyl-Agarose Affmitatsmatrix (Nr. 20364, Fa. Pierce) mit 
einer konstanten FluArate von 0,3 ml/min gebunden und mit 400 mM Lactose ent- 
haltendem Chromatographiepuffer eluiert. Die erhaltene Eluatfraktion wurde gegen 
Lagerungspuffer (20 mM NaH 2 P0 4 ; 300 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,1 g/l PVP K17 ; 
pH 7,0) dialysiert. 

Beispiel 5 

Funk.ionaU.at eines Fusicnsproteins vom Typ TPE (bFGF-MLA) gegenuber 

Zielzellen. 

Die Cyto.oxizitat des Fusionspro.eins bFGF-MLA wu-de gegenuber der Mauszellinie 
B16 (DKFZ Heidelberg. TZB-Nr.: 630083) in einem Konzentrationsbere.ch von 375 
ng/ml bis 37,5 P g/ml bestimmt. Dazu wurde eine 96-Loch Mikrotfterplatte (Fa. Nunc. 
Wiesbaden) mrt je 1500 B16-Zellen in jeweils 100 pi Kulturmedium (RPMI-1640 (R- 
7880 Fa Sigma) plus 5% FKS) beimpfl Die Konzen.ra.icn der dazu eingesetzten 
bFGF-MLA-Lbsung wurde durch Western-Blct Analyse mit immunologischer Detek- 
,ion mit monoklonalem anti-bFGF-AnWrper (F-6162. Fa. Skjma) anhand e,ner 
bFGF-haltigen Lbsung mit bekanntem bFGF-Gehalt (F-0291, Fa. Sigma) bestimmt. 

Nach 24 stflndiger Inkubation im Brutschrank (37- C; 5% C0 2 ) wurde die Anheftung 
der Zellen mikroskcpisch verifciert. 10 ul des Oberstandes wurden gegen - ,n ste,- 
oenden VerdOnnungen bFGF-MLA Fusionsprotein enthaltendes - Kulturmedium aus- 
aetauscht wobei pre bFGF-MLA Verdunnungsstufe sechs Replikas angefert,gt wur- 
den Nach weiteren 72 Stunden Inkubation erfolgte die Quantifizierung des cytotox,- 
schen Effekts durch Bestimmung der Viabilitm der Zelien nach der WST-1 Methode 
(Scudiero et al.. 1988). Die Auswertung der Farbreaktion erfolgte durch Bestimmung 
der optiscnen Dichte bei einer Wellenlange von 490 nm (Referenzwellenlange: 690 
nm) m* einem Mikrotiterplattenphotometer (Fa. MWG-Biotech, Ebersberg). Der IC M - 
Wert (die bFGF-MLA-Konzentration. die zu einer Herabsetzung der Viabilitat gegen- 
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uber der Positivkontrolle um 50% fuhrt), wurde durch eine 4-Parameter-Kurvenan- 
passung an die Medwerte erhalten. Das bFGF-MLA-Fusionsprotein zeigte eine 
cytotoxische Aktivitat mit einem IC 50 -Wert von 48 ng/ml {Fig. 7). 

Zur Verifizierung des cytotoxischen Effekts des bFGF-MLA-Fusionsproteins durch 
bFGF-vermittelte Internalisierung uber eine spezifische Bindung an auf der Oberfla- 
che der B16-Zellen vorhandene bFGF-Rezeptormolekule wurde nach dem gleichen 
Vorgehen diecytotoxische Wirkung von rMLA auf B16-Zellen in einem Konzentrati- 
onsbereich von 4 ug/ml bis 200 pg/ml bestimmt (Fig. 7). Dabei zeigt sich in dem 
Konzentrationsbereich des IC S0 -Wertes des bFGF-MLA-Fusionsproteins von 48 
ng/ml keinerlei cytotoxischer Effekt von rMLA. In der hochsten eingesetzten Konzen- 
tration von 4 pg/ml zeigt sich eine Viabilitat der B16-Zellen von uber 60%. was als 
eine beginnende Cytotoxizitat von rMLA uber unspezifische Aufnahme gewertet wer- 
den kann. 

Durch Fusion des Effektormoduls mit dem Prozessierungsmodul und dem Targe- 
tingmodul konnte ein Wirkstoff (bFGF-MLA) erhalten werden, der in der Lage ist, 
Zielzellen mit einem IC 50 -Wert von 48 ng/ml abzutoten. Im Gegensatz dazu zeigt das 
Effektormodul (rMLA) keine unspezifische Toxizitat bis zu einer untersuchten Knn_ 
zentration von 4 pg/ml.,Durch die Fusion mit dem Prozessierungs- und dem Targe- 
tingmodul konnte die Toxizitat des Effektormoduls um mindestens den Faktor 100 
gesteigert werden. 



Beispiel 6 



Funktionalitat eines assoziierten Fusionsproteins vom" Typ TPE/M (bFGF- 
MLA/rMLB) gegeniiber Zielzellen 

Die Cytotoxizitat des in vitro assozierten Fusionsproteins (bFGF-MLA unter Cofaltung 
mit rMLB gekoppelt) wurde gegenOberder Mauszellinie B16 (DKFZ Heidelberg, TZB- 
Nr.: 630083) in einem Konzentrationsbereich von 65 ng/ml bis 1 pg/ml bestimmt, de- 
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ren Konzentration durch einen "Enzyme-Linked-Lectin-Assay" (ELLA) (Vang et al., 
1 986) bestimmt worden war. 

Dazu wurde eine 96-Loch Mikrotiterplatte (Fa. Nunc, Wiesbaden) mit je 1500 B16 
Zellen in jeweils 100 ul Kulturmedium (RPMI-1640 (R-7880, Fa. Sigma) plus 5% 
FKS) beimpft. Nach 24 stundiger Inkubation im Brutschrank (37° C, 5% C0 2 ) wurde 
die Anheftung der Zellen mikroskopisch verifiziert. 10 ul des Uberstandes wurden 
gegen - in steigenden Verdiinnungen bFGF-MLA/rMLB Fusionsprotein enthaltendes 
- Kulturmedium ausgetauscht. wobei pro bFGF-MLA Verdiinnungsstufe sechs Repli- 
kas angefertigt wurden. Nach weiteren 72 Stunden Inkubation erfolgte die Quantifi- 
zierung des cytotoxischen Effekts durch Bestimmung der Viabilitat der Zellen nach 
der MTT Methode (M-5655, Fa. Boehringer; Mossmann, 1983). 

Die Auswertung der Farbreaktion erfolgte durch Bestimmung der optischen Dichte 
bei einer Wellenlange von 562 nm (Referenzwellenlange: 690 nm) mit einem Mikro- 
titerplartenphotometer (Fa. MWG-Biotech, Ebersberg). Der IC 50 -Wert (die bFGF- 
MLA/rMLB-Konzentration, die zu einer Herabsetzung der Viabilitat gegenuber der 
Positivkontrolle urn 50% fuhrt), wurde durch eine 4-Parameter-Kurvenanpassung an 
die MefJwerte erhalten. 

Das mit rMLB assoziierte Fusionsprotein bFGF-MLA zeigt eine cytotoxische Wirkung 
mit einem IC 50 -Wert von 10 ng/ml (Fig. 8.a). Die zelltypspezifische Aufnahme uber 
Bindung an bFGF-spezifische Zelloberflachenrezeptoren wurde durch einen, m.t 
Ausnahme der Anwesenheit von 20 mM Lactose im Medium ansonsten identischen 
Parallelversuch nachgewiesen, wobei der cytotoxische Effekt im Falle von bFGF- 
MLA/rMLB nicht abgeschwacht wird (Fig. 8.a). 

Durch Addition des Modulators konnte der IC 50 -Wert als Ma& fur die spezifische To- 
xizitat des TPE-Fusionsproteins (bFGF-MLA) von 48 ng/ml auf 10 ng/ml im Falle von 
bFGR-MLA/rMLB erhoht werden (Fig. 8.b). Damit konnte gezeigt werden, daR die 
uber ein Targetingmodul (bFGF) spezifizierte Toxizitat des Effektormoduis (rMLA) 
durch ein Modulatormodul (rMLB) urn ein mehrfaches erhoht werden kann. 
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Referenzbeispiel 3 



Cytotoxizitat eines Polypeptids des Typs EPMT (ProML) gegeniiber humanen 
lymphatischen Leukamiezellen 



Die Entfaltung der cytotoxischen Aktivitat von ProML wurde mit der humanen mono- 
nuclear lymphatischen Leukamiezellinie MOLT-4 (European Collection of Animal 
Cell Cultures No. 85011413) in einem Konzentrationsbereich von 0,6 ng/ml - 30 
ng/ml gemessen. 

MOLT-4-Zellen wurden in serumfreiem MDC-1 -Medium (Fa. PAN SYSTEMS, Aiden- 
bach) kultiviert und fur den Test auf eine Zelldichte von 1,6 x 105 Zellen / ml bei einer 
Viabilitat > 98% eingestellt. Pro Kavitat einer 96-Loch Mikrotiterplatte (Fa. Nunc, 
Wiesbaden) wurden 90 ul (entsprechend 18000 MOLT-4-Zellen) eingesat und mit je 
10 pi, in steigender Verdunnung ProML-haltigem MDC-1 -Medium versetzt. Der 
ProML-Gehalt der eingesetzten Losung wurde zuvor durch ELLA-Analyse (Vang et 
al., 1986) anhand eines ML1-Mengenstandards (Fa. MADAUS AG, Koln, Charge Nr. 
220793) quantifiziert. Als Kontrollen dienten Ansatze mit purem Medium und unter 
Zugabe von ProML-Laqerungspuffer. Fur jerie. PrnML-Konzentration sowie-dio-Kon°- 



trollen wurden sechs Replikas erstellt. Die Zellen wurden 72 Stunden bei 37° C und 
5% CO2 im Brutschrank inkubiert. 



Die Quantifizierung des cytotoxischen Effekts erfolgte durch die Bestimmung der 
Viabilitat der Zellen nach der WST-1-Methode (Scudiero et al., 1988). Die Auswer- 
tung der Farbreaktion erfolgte durch Bestimmung der optischen Dichte bei einer 
Wellenlange von 490 nm (Referenzwellenlange: 690 nm) mit einem Mikrotiterplatten- 
photometer (Fa. MWG-Biotech, Ebersberg). Der IC 50 -Wert (die ProML-Konzentration, 
die zu einer Herabsetzung der Viabilitat (bzw. der optischen Dichte) gegeniiber der 
Positivkontrolle urn 50% fiihrt), wurde durch eine 4-Parameter-Kurvenanpassung an 
die erhaltenen Mefiwerte erhalten. ProML entfaltet Cytotoxizitat gegeniiber MOLT-4 
Zellen mit einem IC 50 -Wert von 5 ng/ml. Dali dieser Effekt auf einer spezifischen 
rMLB vermittelten Endocytose beruht, zeigt sich durch eine Erhohung des IC 50 -Wer- 
tes auf 26 ng/ml in Gegenwart von 20 mM Lactose (Fig. 9.a). 
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Das Ergebnis zeigt in iiberraschender Weise die Potenz der natiirlichen Pro-Se- 
quenz als effektives Processingmodul zu funktionieren. Die Toxizitat von ProML ist 
dabei mit einem IC 50 -Wert von 5 ng/ml gegenuber dem RIP-aktiven rML mit einem 
ICso-Wert von 200 pg/ml urn den Faktor 25 geschwacht worden (Fig. 9.b). Zusam- 
men mit seiner Eigenschaft, die Effektordomane im nicht-prozessierten Zustand in- 
aktiv zu halten, ergeben sich fur ProML ideale Eigenschaften bei Verwendung als 
EPM-Komponente in Arzneimitteln. 



Beispiel 7 



Konstruktion eines von rMLB abgeleiteten Modulatormoduls mit verringerter 
Carbohydrat-Affinitat 

Aufgrund von Literaturangaben uber Ricin sowie durch zusatzliche computerge- 
stutzte Kraftfeldberechnungen wurden insgesamt acht Aminosauren in der Mistellek- 
tin B-Kette identifiziert, fur die eine funktionelle Beteiligung an der Carbohydratb.n- 
dung als wahrscheinlich angenommen werden konnte. Von daher wurden d.e Co- 
dons fur diese Aminosauren durch sukzessiv durchgefuhrte Oligonukleotid-ding.erte 
Mutagenesen nach Deng ef. a/.. 1992 (Chamaleon Mutagenese Kit, Stratagene) ge- 
gen Alanin- (D23 zu A, W38 zu A, D235 zu A, Y249 zu A) bzw. Serincodons (Y68 zu 
S Y70 zu S Y75 zu S, F79 zu S) ausgetauscht (Fig. 15, Fig. 22.a). Als Selek- 
tionsprimer wurden abwechselnd die Primer „ P T7 Ssp I -> Eco RV und nP T7 Eco RV 
-> Ssp I" (Fig. 22.b) eingesetzt. Die Plasmid-DNA von jeweils ausgewahlten, durch 
die Mutagenesen erhaltenen Klonen (E. coli XHBlue). wurde durch Nukleotid-Se- 
quenz Analyse auf die Anwesenheit der jeweils erwarteten mutierten DNA-Sequenz 
hin uberpruft. 



-50- 



WO 98/29540 



PCT/EP98/00009 



Beispiel 8 



Darstellung von rekombinantem Mistellektin-Varianten (8.a - 8.c) 

(6 a, Expression von rMLA in E. coli in Form un.bs.icher EinschluBkSrper und Preparation einer rMLA- 

haitigen Guanidiniumchlorid-Losung 

Zur Expression von rekombinanter Mistellektin A-Kette wurden 1000 ml LB/Amp-Me- 
dium (in 2 1 Schikanekolben) mit 10 ml einer stationar gewachsenen Vorkultur (50 ml) 
beimpft und bei 37° C und 190 UpM kultiviert, wobei das Wachstum durch Tru- 
bungsmessung bei 578 nm verfolgt wurde. Bei erreichen einer OD578 von 1 ,0 wurde 
die Expression des rML-Gens durch Zugabe von 0.5 mM IPTG induziert. Zwei Stun- 
den spater wurden die Zellen geerntet (20 min, 6000 UpM, 4° C, Beckmann JA10 
Rotor). Das erhaltene Zellsediment wurde in 20 ml Aufschluftpuffer resuspendiert 
(100 mM NaCI, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 1mM PMSF. 50 mM Tris/HCI pH 8,0) und 
zweimal mit einem N2-Gasdruckhomogenisator bei 1500 psi aufgeschlossen. Die 
rMLA-haltigen Einschluftkorper, sog. ..inclusion bodies", wurden durch anschlieftende 
Zentrifugation (30 min, 10000 UpM. 4' C. Beckmann JA20) sedimentiert. Das Sedi- 
ment wurde zur Abreicherung von E. coli Proteinen 3 x mit je 30 ml STET-Puffer (50 
mM EDTA. 8 % (w/v) Glucose. 0.05 % (v/v) Tween-20. 50 mM Tri«/Hn p m 7/t n3ch 

t I 111 m m ^ ^ _ 



Babbitt et a/., 1990) gewaschen. Nach Losen des verbleibenden Zellsediments in 
Guanidiniumchlorid (6 M GuHCI, 100 mM DTT. 50 mm Tris/HCI. pH 8,0) fur 12 Stun- 
den bei Raumtemperatur wurden nicht-iosliche Bestandteile durch Zentrifugieren 
(17000 UpM, 30 min, 4° C. JA20 Rotor) sedimentiert und verworfen. Der rMLA-Ge- 
halt der erhaltenen Losung wurde durch Western-Blot Analyse unter Verwendung 
des nMI_A- und rMLA-spezifischen monoklonalen Antikorper (TA5) anhand eines 
standardisierten nML1 -Probe bestimmt. 



(8.b, Expression von rMLB A!al P 2 r in £ co,i in Form von Einschlufikorpem und Zubereitung einer rMLB 
Aloip2y-haltigen Guanidiniumchlorid-L6sung 

Zur Expression von rekombinanter Mistellektin B-Kette (rMLB) bzw. der nicht-car- 
bohydratbindenden rMLB Alaip2y Variante wurden je 1000 ml LB/Amp-Medium (in 2 
I Schikanekolben) mit 10 ml einer stationar gewachsenen Vorkultur (50 ml) beimpft 
und bei 37° C und 190 UpM kultiviert, wobei das Wachstum durch Triibungsmessung 
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bei 578 nm verfolgt wurde. Be. erreichen einer OD 578 von 1,0 wurde die Expression 
des rML B- bzw. des rMLB D1a1b2g-Gens durch Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert. 
Vier Stunden nach der Induktion warden die Zellen geerntet (20 min, 6000 UpM, 4° 
C Beckmann JA10 Rotor). Das erhaltene Zellsediment wurde in 20 ml Aufschluft- 
puffer B resuspendiert (50 mM NaCI, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 1mM PMSF, 20 mM 
NaH 2 P0 4 P H 7,2) resuspendiert und zweimal mit einem N2-Gasdruckhomogen.sa- 
tor bei 1500 psi aufgeschlossen. Die rMLB-haltigen Einschlufikorper wurden durch 
anschliefiende Zentrifugation (30 min. 10000 UpM, 4° C, Beckmann JA20) sedimen- 
tiert Das Sediment wurde zur Abreicherung von E. coli Proteinen 3 x mit je 30 ml 
STET-Puffer (50 mM EDTA, 8 % (w/v) Glucose, 0,05 % (v/v) Tween-20, 50 mM 
Tris/HCt pH 7.4 nach Babbitt et al., 1990) gewaschen. Nach Losen des verbleiben- 
den Zellsediments in Guanidiniumchlorid (6 M GuHCI. 100 mM DTT, 50 mm Tris/HCI. 
pH 8 0) fur 12 h bei Raumtemperatur wurden nicht-losliche Bestandteile durch Zen- 
trifugieren (17000 UpM, 30 min, 4" C. JA20 Rotor) sedimentiert und verworfen. Der 
rMLB-Gehalt der erhaltenen Losung wurde durch Western-Blot Analyse unter Ver- 
wendung des nMLB und rMLB-spezifischen monoklonalen Antikorpers (TB33) an- 
hand einer Referenzrobe mit bekanntem nML1-Gehalt bestimmt. Das gleiche Verfah- 
ren kann zur Gewinnung von rMLB (identische Aminosauresequenz wie das naturl. 
che Mistellektin) angewendet werden. 

(8.c) Verfahren zur Darstellung von rIML-Holotoxin durch In vitro Fa.tung 

Das Verfahren dient zur Faltung und gleichzeitigen Kopplung der nicht-carbohydrat- 
bindenden rMLB-Variante (rMLB Alal P 2y) mit rMLA zur Gewinnung von rekomb- 
nantem (Holo)-Mistellektin mit reduzierter Carbohydrataffinitat (rIML). 
Die in GuHCI gelosten denaturierten Komponenten von rIML. rMLA und rMLB 
Alaipiy (siehe Bsp. 8.a und Bsp. 8.b) wurden auf eine Konzentration von 200 ug/ml 
eingestellt. zu gleichen Teilen gemischt und durch Ge.permeation (PD10, Pharmacia) 
auf definierte Pufferbedingungen (6 M GuHCI, 2 mM DTT. 50 mm Tris/HCI. pH 8.0) 
eingestellt Die in vitro- Faltung und Assoziation erfolgte anschliedend durch langsa- 
mes Eintropfen dieser Losung in das 30-fache Volumen Faltungspuffer (50 mM KCI, 
1 mM EDTA 100 mM Glucose. 20 mM Laktose. 10 % (v/v) Glyzerin. 1 mM reduz.er- 
tes Glutathion. 1 mM oxidiertes Glutathion. 50 mM NaH 2 P0 4 . pH 8.0) unter stand.- 
gem Ruhren bei 4° C fur ca. 12 Stunden. Anschliedend wurden nicht-losliche Be- 
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standteile sedimentiert (30 min 17000 UpM, 4° C, JA20 Rotor) und der Gehalt an 
leslichem rlML des ca. 10-fach konzentrierten Uberstands durch Western-Blot Ana- 
lyse quantifiziert (Fig. 13). Zur Darstellung von loslichem rML wurde nach der glei- 
chen Methode verfahren, jedoch anstatt rMLB Alal|32y, das zur Aminosauresequenz 
der natiirlichen Mistellektin B-Kette identische rMLB eingesetzt (Fig. 12). 



Beispiel 9 



Bestimmung der Cytotoxic* von rlML gegenuber humanen lymphatischen 
Leukamiezellen 

Die Cytotoxizitat gegenuber MOLT-4 Zellen des durch in vitro Faltung hergestellten 
und uber eine Disulfidbrucke kovalent verbundenen Holo-Protein rlML aus inakti- 
vierter B-Kette (rMLB Alaip 2y ) und der rekombinanten Mistellektin A-Kette (rMLA) 
wurde im Cytotoxizitatstest in einem Konzentrationsbereich von 100 pg/ml - 100 
ng/ml nach dem in Referenzbeispiel 3 dargelegten Verfahren bestimmt. Der so er- 
mittelte IC 50 -Wert von rlML von 25 ng/ml ist gegenuber dem IC 50 -Wert des zum Ver- 
gleich herangezogenen - dem natiirlichen Vorhild nMI his-auf dio Glycooyiieftmg- 



identischen - rML urn den Faktor 350 herabgesetzt (Fig. 14) und liegt ca. 40-fach 

uber der Toxizitat der rekombinanten A-Kette alleine (IC 50 > 1ug/ml). A us diesem 

Verhalten kann die Schlufcfolgerung gezogen werden, dali die Lektinaktivitat der B- 

Kette, die zur unspezifischen Aufnahme des Toxins in beliebige Zelltypen fuhrt, durch 

die durchgefuhrten Aminosaureaustausche zumindest stark abgeschwacht werden 
konnte. 



Beispiel 10 



Konstruktion von Expressionsvektoren mit modular angeordneten Genkasset- 
ten fur Effektor-, Processing, und Modulator- und Affinitatsmodule 

Ausgehend von dem Vektor P T7-ProML, der das Strukturgen fur Pro-Mistellektir. ent- 
halt, wurden durch Modifizierung der DNA-Sequenz durch Oligonukleotid-dirigierte 
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Mutagenese (Deng et a/., 1992) entsprechende modulare Genkassetten erzeugt. d,e 
si ch durch relativ einfache Methoden gegen andere Genkassetten mil alternate 
Affinitats- Effektor-, Modulator- und Processingdomanen austauschen lassen. Durch 
diese Modifikationen wird auterdem die problemlcse insertion von Targetingmoduien 
vor oder hinter jedem Modul ermaglicht. Das periplasmatische Zellkompartiment von 
£ co/i erfOllt in hohem Mate die Anforderungen eines Disulfidbruoken-haltigen Pro- 
teins an die zur Ausbildung einer funktionellen Tertiarstruktur erfordenich Mikroum- 
gebung. Von daher wurden in diesem Beispiel die Genkassetten auBerdem in ernen 
periplasmatischen Expressionsvektor eingesetzt. 

Lgehend von dem Strukturgen fur ProML wurden durch Oligonukleot,d-d,ng,e rt e 
Mutagenese (Deng ef a/.. 1992) die am 5'-Ende des Strukturgens des Effektormoduls 
rML A vorliegende Nde l-Erkennungssequenz gegen eine Stu ,-Erkennungssequenz 
ausgetauscht. sowie am 5'-Ende des Strukturgens des Modulators (MLB) eine Nhe I- 

.-krf /c;„ ik 1 ohan- Ho 23 a-b). Das (Carbohydrat-bm- 
Erkennungssequenz etngefuhrt (F/g. (6.1. ooen, ng. « i 

dende) Modulatormodul rMLB wurde anschMend gegen ein nicht-carbohydrataffi- 
nes Modulatormodul rIMLB (rMLB A.al P 2 y ) - aus dem Vektor pT7rMLB A.at P 2 Y - 

ausgetauscht (*f» f% 16-1 -*»)■ «»*" dfe " P T7ProML ^ \ 
Nhe I) sowie pT7rMLBAl a 1 (S2y jeweils mitden RestrikUonsendonukleasen Nhe I und 
Sal I hydrolysiert. Anschlieliend wurde das 0.8 kbp kg Strukturgen fur rIMLB elektro- 
phoretisch in einem Agarosege, (1 % w/v) von dem Expressionsvektor getrenn. und 
aus dem Gelmaterial extrahiert (Qiagen Gel-Extraction Kit). Anschlietend wurde das 
so praparierte Genfragmen, in einer T4-Ligase-Reaktion kovalent mi, dem restnn- 
gieln und zusatzlich dephosphorylierten Vektor P T7ProML (Stu \, Nhe verknup * 
Nach Transformation des Liga.ionsansa.zes in E co» XLIBlue und Auspiatteren auf 
ampicillihhaltigem Selektivagar wurde die DMA aus 5 m, 

wa Iter expander E. c*K,one praparier. (Qia-Prap Kit. Q.agen . D,e DMA us 
denienigen Klonen. die den gewOnschten Vektor pTTIML (Stu ,, Nhe ,) «**n 
kann durch Zugabe der RestriktionsendonuWease 7*111 I 
des Auftretens einer charaktehstischen 3.3 kb Bande in der Agarosegel^ektropho- 
re se identifeiert werden <F,g. 16.1 unte,). Der so erhattene Vektor pT7,M (Stu . 
Nhe I) wurde erneut durch Oligonukleotid-dirigierte Mutagenese dergestalt modrfi- 
ziert dafj die Age I Erkennungsseguenz im 5'-Bereich des MLA-Gens entfernt. eine 
Eco Nl - Erkennungsseguenz nahe des 3' - Endes des IML-Strukturgens in e,ne Age 
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I - Erkennungssequenz umgewandelt, sowie am 3 ' - Ende des MLA-Gens eine Ava 
I - Erkennungssequenz eingefuhrt wurde (Fig. 16.2, Fig. 23 c. - e.). Der so erhaltene 
Vektor pT7IML (Stu I, Ava I, Nhe I, Age I) wurde im molaren Verhaltnis von 3:1 mit 
dem periplasmatischen Expressionsvektor pASK75 (stellt das Gen fur die ompA-Si- 
gnalsequenz im gleichen Leserahmen 5' zur Stu I Erkennungssequenz zur Verfu- 
gung) gemischt und mit den Endonukleasen Stu I und Sal I restringiert. Nach Abtren- 
nung der Enzyme (PCR removal kit, Qiagen) wurden die entstandenen DNA-Frag- 
mente durch Inkubation mit T4-Ligase kovalent verknupft. Nach Abtrennung der T4- 
Ligase (PCR removal kit, Qiagen) wurden die quantitativ auftretenden unerwunsch- 
ten Ligationsprodukte durch Behandlung mit den Endonukleasen Eco Rl (Erken- 
nungssequenz im Polylinker von pASK75 zwischen den Stu I- und Sal I Erkennungs- 
sequenzen) und Cla I (Erkennungssequenz im Vektor pT7) vor der Transformation 
von E. coll XL1 Blue linearisiert. Aus 5 ml „uber-Nacht"-Kulturen von ausgewahlten, 
nach Ausplattieren des Transformationsansatzes auf Ampicillin Selektivagar heran- 
wachsenden XLIBIue-Klonen wurde die DNA prapariert (Qia-Prep Kit, Qiagen). In 
Fig. 11. e. ist die beispielhafte Anordnung von Erkennungssequenzen fur Restriktion- 
sendonukleasen sowie der Translationsstoppcodons TAG und TAA gezeigt, die eine 
sekretorische Expression sowie eine Insertion der modularen Genkassette in einen 
entsprechenden Vektor ermoglicht. Durch Behandlung mit geeigneten Restriktion- 
sendonukleasen und anschliefiender Agarosegelelektrophorese wurden Klone mit 
charakteristischen Bandenmustern identifiziert, die das gewunschte Plasmid pIML- 
02-P intrazellular etabliert haben (Fig. 16.2 unten). 

Zur Bereitstellung von Modularity im 3'-Bereich des Modulatormoduls wurden nun 
entsprechende synthetische Genfragmente kloniert (Fig. 16.3 oben). Gleiche Volu- 
mina synthetischer zueinander komplementarer Oligonukleotide einer' Konzentration 
von 10 pmol/ul wurden in einem Thermocycler fur 1 min auf 95° C erhitzt und durch 
Abkuhlung auf 4° C (3° C / min) hybridisiert. Die Nukleotid-Sequenzen der jeweiligen 
Oligonukleotid-Paare sind zudem so beschaffen, dafi die nach der Hybridisierung 
entstandenen DNA-Enden komplementar zu den DNA-Enden der zuvor mit entspre- 
chenden Restriktionsendonukleasen behandelten Expressionsvektoren sind (Fig. 
16.3 mitte). Dazu wurde aus dem Vektor plML-02-P ein ca. 100 bp langer 3'-Bereich 
im IMLB-Gen mit den Endonukleasen Age I und Bam HI (Age I und Sal I) herausge- 
spalten. Durch anschlieRende Behandlung der Losung mit alkalischer Phosphatase 
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(NEB) und Abtrennung der Enzyme (PCR removal kit) wird die mogliche Religation 
der Fragmente wahrend der darauffolgenden Ligation verhindert. In jeweils einer T4- 
Ligasereaktion wurden zum einen ein Genfragment (Fig. 20) welches die Aminosau- 
resequenz von rIMLB enthalt mit dem Age I / Sal I restringierten Vektor (plML-02-P) 
fusioniert und zusatzlich die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen 
Acc 651, Bse Rl, Sal I und Bam HI zur Klonierung von Targetingdomanen bereitstellt 
(Fig. 16.3). In einer zweiten Ligasereaktion wurde ein weiteres synthetisches Gen- 
fragment mit DNA-Enden, komplementar zu den Age I, Bam HI Restriktionsprodukten 
des Vektors, welcher aulier fur die C-terminalen Aminosauren von rIMLB noch fur ein 
Affinitatsmodul (His-Tag) der Sequenz (Gly) 3 -Tyr-(His)6 codiert [Fig. 21), ebenfalls 
fusioniert (Fig. 16.3 Mitte). 

Die so erhaltenen Expressionsvektoren plML-03-P und plML-03-H dienen als Aus- 
gangskonstrukte zur Darstellung von ITF-Toxinen, die sich daraus durch Fusion mit 
Strukturgenen fur die verschiedensten Targetingmodule ergeben (Fig. 16.3 unten). 
Die Targetingmodule konnen durch die vorhandenen Restrikfionsschnittstellen vor 
Oder hinter jedem Modul (Effektor-, Prozessing-, Modulator-, Affinitatsmodul) einge- 
fugtwerden (Fig. 17). 



Beispiel 11 



Konstruktion einer ITF-Variante mit Toxizitat gegenuber einer neurithogenen T- 



Zellinie 



In einem ausgewahlten Beispiel wird zur Abtotung einer P2-reaktiven humanen T- 
Zellinie (Weishaupt et a/.. 1995) ein ITF-Toxin konstruiert, das als Targetingmodul 
eine fur ein Fragment von 26 Aminosauren (AS 53 - 78) des P2-Proteins (Bestandteil 
des Myelins im peripheren Nervensystem) codierende synthetische DNA-Sequenz 
(Fig. 19), zwischen Modulator und Affinitatsmodul des Vektors plML-03-H enthalt 
(Fig. 171. u.). Dazu wurde der Vektor plML-03-H - analog zu dem in Beispiel 10 dar- 
gelegten Verfahren - mit Acc 65I und Eco RV restringiert. dephosphoryliert, gereinigt 
und in Gegenwart von T4-Ligase mit den zuvor hybridisierten Oligonukleotiden ligiert. 
Nach Transformation des Ligationsansatzes in £ coli XLIBlue wurde die Plasmid- 
DNA von ausgewahlten, auf Ampicillin Selektivagar proliferierenden Klonen mit der 
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Restriktionsendonuklease Eco Rl auf Anwesenheit des Targetingmoduls hin unter- 
sucht (linearisierter Vektor im Agarosegelel-Elektropherogramm). Die Sequenz von 
ausgewahlten Plasmiden mit positiver Restriktionskarte wurde schliefclich durch Nu- 
kleotidsequenz-Analyse verifiziert (Fig. 18). 



Beispiel 12 

Bereitstellung von ITF-Toxinen am Beispiel von ITF-P2-C1 

(12.a) Expression von plTF-P2-C1 in E. coli BL21 

Zur Expression von plTF-P2-C1 wurde aus einer Glyzerin-Dauerkultur eine 50 ml 
Vorkultur beimpft und bis zur spaten logarithmischen Phase kultiviert (25° C. 150 
UpM). Je 10 ml dieser Vorkultur wurden in 1000 ml LB/Amp-Medium Ge in 2000 ml 
Schikanekolben) uberimpft. Der Verlauf des Wachstums wurde durch Trubungsmes- 
sung bei 578 nm verfolgt. Bei einer OD von 1,0 wurde die Expression des ITF-P2-C1- 
Gens durch Zugabe von 200 uM Anhydrotetracyclin induziert. Zur Uberwachung des 
Expressionsverlaufs wurden alle 30 min ab Zeitpunkt der Induktion gleiche Zellmen- 
gen entnommen und in Probenpuffer aufgekocht (10 % SDS, 200 mM DTT, 50 mM 
Iris/Har ^ H6 - 8 -) uRd -im-W&stem- -Dlot diia l ys i ert (Fig. 26). Nach einer Induktionszeit 



von zwei Stunden wurden die Zellen sedimentiert (20 min, 6000 UpM, 4° C, JA20 
Rotor), in 20 ml / 1 Kulturvolumen Aufschlulipuffer (600 mM NaCI, 10 mM Imidazol 
10 % (v/v) Glyzerin, 50 mM Na2HP04, pH 8,0) resuspendiert und anschliefiend mit- 
tels eines N2-Gasdruckhomogenisators (1 x 1500 psi) und nachfolgender Ultra- 
schallbehandlung (2 min, 50 W, 50 % Pulszeit) aufgeschlossen. Anschlie&end wurde 
die losliche Fraktion von den unloslichen Bestandteilen durch Zentrifugation (45 min 
20000 UpM, 4° C, JA20 Rotor) getrennt. 

(12.b) Funktionalitat des Affinitatsmoduls unter nativen Bedingungen am Beispiel der Anreicherung von 
ITF-P2-C1 aus der loslichen Fraktion von E. coli Extrakten 

Wahrend der Expression in £ coli loslich akkumuliertes ITF-P2-C1 lalJt sich affinitat- 
schromatographisch an Nickel-NTA-Sepharose anreichern. Dazu wird ein Extrakt 
loslicher E. coli Proteine prapariert (siehe Bsp. 12.a). 40 ml dieser Proteinlosung 
werden unter Zusatz von 1 ml Saulenmaterial (Ni-NTA-Sepharose, Qiagen) fur 30 
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min bei 4 - C unter Schwenken inkubiert. Anschlie&end wurde die Saulenmatnx 2 x 
m i, 5 m , Waschpuffer (600 mM Nad. 20 mM Imidazol. 10 % (v/v) Glyzerin. 50 n*» 
Na HPO, PH 8 0) gewaschen. Gebundenes Prdtein wurde anschlieflend m,t But, 
^ I2m 1 NaO. 250 mM Imidazo,. 10 % (v,v> Glyzeri, 50 mM NaH.PO. 
D H 6 5) eluiert. Die EluatfraMionen warden anschlieRend im Western-Bld. (fig. 25) 
1 ihren ITF-Gehal. hin un.ersuch,. ausgewahlte Fraktionen vereinigt. auf ein Volu- 
1 Ton 2 m, konzentrle* und gegen Aufbewahrungspuffer ,500 mM NaC, 10 % 
(v ,v> G.yzerin. 0,1 gfl PVP. 20 mM Na,HP0 4 , P H 7.6) dialysiert. Der ,TF-Geh* * .der 
so erhaltenen Ldsung wurde durch Westem-Blot Analyse anhand e,ner nMU-Refe- 
renzprobe bekannter Konzentration ermittelt. 

„„ g von ITF.P2-C! de, un.os.icnan FraKUon v.n E. co.i Ex.rak.en 

Die ITF-haltigen. im Sediment eines E. co» Gesamtzellaufschlu&es enthaltenen Ein- 
sThl — (*-. B S P. «->• wurden durch 12-s.Ondige Inkubation mi. 1 ml , De- 
a I ngsp «er ,7 M GuHCI, 50 mM Na 2 HP0 4 , pH 6.0) unter gleichzeifger Den, 
u e u geLt Durch Zen.rifuga.ion ,1 h, 20000 UpM. 4- C JA20 Ro.or) wurden 
^« e eilbestandteile sediment. Zur Anreicherung von iTP-P2-C1 wurde der 

6 t ^ Oberstand 2 Stunden m„ 1 mi ^^Z^ 
un .er Schwenken insert, das saulenmateria, mi. 2 x.5 m, Wasc puffer g wa c n 
ff M GuHCI 50 mM NaH 2 PO„ pH 6.3) und gebundenes Protein m,. 4 ml El 
L!pu«er 1 '(7 M GUHC. 50 mM NaH.PO. pH 4.5, und 4 m, Elutionspuffer 2 ,7 M 
GuHC 250 mM Imidazol. 50 mM N*W* pH 4,5) elu^r.. Der ,TF-Geha„ der so 

Analyse — ve-ndung des r^noklonalen An,ik=,pers TB33 anhand e,ner nML1- 
Probe bekannter Konzentration ermittelt (Fig. 24). 

„2.d) Vertanren zur.Dars.ailung »on ITF-Toxinan du-ch .„ »« Fai.ung 

D ie Darstellung von Idslich gefaltetem ITP erfolg. durch langsames EinWpfe^^ 
ITF-haltigen GuHCI-Ldsung in das 90-fatfe Volumen Faltungspuffer (50 mM KCI, 
1 EDTA, 100 mM Glucose, 10 mM Lactose, 10 % <v,v> Giyzeri, 5 mM Glu,a.h,on 
r 1 mM Glu.a»hion ox.. 50 mM Tris/HCI, pH 8.5) unter 12-stOndigem RO ren be, 
4- C. AnschMend werden nicht-ic-sliche Bes.andteiie durch Zentrifugieren (45 m,n. 
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20000 UpM, 4° C, JA20 Rotor) sedirnentiert und der Uberstand urn den Faktor 100 
einkonzentriert Nach Dialyse gegen das 1000-fache Volumen Lagerungspuffer (500 
mM NaCI, 10 % (v/v) Glyzerin, 0,1 g/l PVP, 20 mM Na 2 HP0 4 , pH 7,6) wird losliches, 
aktives ITF erhalten (Fig. 27). Die erhaltene Konzentration an loslichem ITF kann 
durch Westen-Blot Analyse mit monoklonalen Antikorpern gegen nMLB (TB33) an- 
hand einer Referenzprobe mit bekanntem nIML-Gehalt bestimmt werden. 

Beispiel13 

Bestimmung der Cytotoxizitat von 1TF-P2-C1 gegen P2-speztfische T-Zellen 

Die neuritogene P2-spezifische Zellinie G7TC (Weishaupt et aL, 1997) aus der weib- 
lichen Lewis Ratte wurde in RPMI 1640 Medium mit 1% Rattenserum kultiviert. Nach 
dem Auftauen der Zellen erfolgte die Zahlung der lebenden Zellen, die Herstellung 
der Zellsuspension in einer Dichte von 500 000 Zellen/ml und Aussaat in Platten mit 
6 Vertiefungen in einem Volumen von 2,5 ml pro Kavitat. Die Behandlung mit dem 
ITF-Konstrukt P2-C1 (C-terminal an das pro-ML mit inaktivierten Carbohydrat-Binde- 

stftllftn Rind das P2-Peptid und das Affinitatfimodul ftj^inni^rt) Pte Rghan<j lung er- 

folgte fur 2 h bzw. fur 24 h bei 37°C und 5% CO2 bei Wasserdampfsattigung mit ma- 
ximal 1/25 Volumen der Testsubstanzverdunnung bzw. dem gleichen Volumen Puf- 
fer Bei einer Konzentration des ITF-P2-C1 von 50 ng/ml ergeben sich bei den ge- 
wahlten Volumina von 50, 75 und 100 fjl in 2,5 ml Kulturvolumen die Endkonzentra- 
tionen von 1, 1.5 und 2 ng/ml. Zum Nachweis der Cytotoxizitat (Apoptose und Ne- 
krose) wird eine Fluoreszenz-Farbung mit Nachweis per Durchfluficytometrie durch- 
gefuhrt. Das Prinzip beruht auf der Bindung von FITC-markiertem Annexin V an 
Phosphatidylserin, das bei Membranen apoptotischer Zellen auf die Aussenseite 
transloziert wird. Zusatzlich werden mittels DNA-bindendem Propidiumjodid diejeni- 
gen Zellen angefarbt, die aufgrund eines toxischen Effekts (direkte Nekrose, sekun- 
dare Nekrose nach Apoptose) eine erhohte Membranpermeabilitat aufweisen, d.h. 
apoptotische Zellen werden mit FITC gelabelt (Griinfluoreszenz), wahrend nekroti- 
sche Zellen doppelt gefarbt sind oder nur Pl-Farbung (Rotfluoreszenz) aufweisen. 
Die Durchfuhrung der Farbung erfolgte nach Anweisung des kommerziell erhaltlichen 
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Kits mit jeweils 100 |j| Zellsuspension. Die Inkubation P2-spezifischer T-Zellen mit 
dem ITF resultierte nach 2 h in einer Erhohung der apoptotischen Zellen bei 1 ng/ml 
auf das dreifache der Pufferkontrolle {Fig. 28.a. LR vs. 28.b. LR) , wahrend bei 2 
ng/ml eine Verschiebung zu nekrotischen Zelien aufgetreten ist (Fig. 28.a. UL vs. 
28.c. UL). Nach 24 h war ein drastischer Effekt hinsichtlich der Erhohung des Anteils 
nekrotischer Zellen von 4 % in der Kontrolle auf 16,6% zu verzeichnen (Fig 29.a. UL 
vs. 29.d. UL). Bei 1 ng/ml ist dagegen eine leichte Erhohung der Zahl der apoptoti- 
schen Zellen (2;7 auf 3,8 %) zu messen (Fig 29.a. LR vs. 29.b. LR). Es ist also fest- 
zusteilen, daft das ITF auf der Basis des Mistellektins wie erfindungsgemafi erwartet 
beide fur dieses Pflanzentoxin beschriebene Wirkungen auf Immunzellen ausubt. 
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Abkiirzungsverzeichnis 

A Affinitatsmodul 

bFGF basischer Fibroblasten Wachstumsfaktor 

DTT Dithiothreitol 

E Effektormodul 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

GFP "Green-Fluorescent-Protein" 

•gE Immunglobulin E 

'QG Immunglobulin G 

IL-2 Interleukin 2 

,PTG isopropylthiogalaktosid 

' TF ,mrr »uno-Targeted-Fusionsproteine 

M Modulatormodul 

MHC Haupt-Histokompatibilitatskomplex 

P Prozessierungsmodul 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

ProML Promistellektin 

R,p Ribosomen-lnaktivierendes-Protein 

( r ) ML (rekombinantes) Mistellektin 

(r)MLA (rekombinante) Mistellektin A-Kette 

(r)MLB (rekombinante) Mistellektin B-Kette 

nMLA naturliche Mistellektin A-Kette 

nMLB natiiriiche Mistellektin B-Kette 

SPDP N -Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio-)propionat 

T Targetingmodul 

Dariiber hinaus werden fur Aminosauren gangige Abkurzungen verwendet. 
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PATENTANSPRUCHE 



1. Nukleinsauremolekul, das ein Fusionsprotein codiert, das die folgenden Kom- 
ponenten aufweist: 

(a) ein Effektormodul, das intrazellular cytotoxisch wirkt; 

(b) ein Prozessierungsmodul, das kovalent mit dem Effektormodul verbun- 
den ist, und das eine Erkennungssequenz fur eine Protease aufweist; 
und 

(c) ein Targetingmodul, das kovalent mit den Prozessierungsmodul ver- 
bunden ist, und das spezifisch an die Oberflache einer Zelle bindet, 
wodurch die Internalisierung des Fusionsproteins in die Zelle vermittelt 
wird, 

wobei das Effektormodul die Mistellektin A-Kette oder ein Fragment oder Deri- 
vat davon umfaftt und/oder das Prozessierungsmodul die Sequenz des Mistel- 
lektin-Propeptids oder ein Fragment oder Derivat davon, das proteotytisch 
spaltbar ist, umfalit. 

2. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1, wobei 

(a) die Mistellektin A-Kette von einem Nukleinsauremolekul codiert wird, aus- 
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 

(i) Nukleinsauremolekulen, die eine Nukleotidsequenz umfassen, die 
die in Fig. 11. a angegebene Aminosauresequenz oder ein Fragment 
davon codiert; 

(ii) Nukleinsauremolekulen, die die in Fig. 11. a angegebene Nukleo- 
tidsequenz oder ein Fragment davon umfassen; 

(iii) Nukleinsauremolekulen, die mit einem Nukleinsauremolekul aus (i) 
oder (ii) hybridisieren; und 

(iv) Nukleinsauremolekulen, die zu den in (iii) genannten Nukleinsaure- 
molekulen degeneriert sind: und/oder 

(b) das Mistellektin-Propeptid von einem Nukleinsauremolekul codiert wird, 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 
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(i) Nukleinsauremolekulen, die eine Nukleotidsequenz urnfassen, die 
die in Fig. 11.c angegebene Aminosauresequenz oder ein Fragment 
davon codiert; 

(ii) Nukleinsauremolekulen, die die in Fig. 11.c angegebene Nukleo- 
tidsequenz oder ein Fragment davon urnfassen; 

(iii) Nukleinsauremolekulen, die mit einem Nukleinsauremolekul aus (i) 
oder (ii) hybridisieren; und 

(iv) Nukleinsauremolekulen, die zu den in (iii) genannten Nukleinsaure- 
molekulen degeneriert sind. 

3. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1 oder 2, wobei 

(a) das Effektormodul die biologische Aktivitat der Mistellektin A-Kette besitzt 
und ein Allel oder Derivat der in Anspruch 2 definierten Mistellektin A-Kette 
durch Aminosaure-Deletion, Substitution, Insertion, Addition und/oder 
Austausche umfafit; und/oder 

(b) das Prozessierungsmodul proteolytisch spaltbar ist und ein Allel oder De- 
rivat des in Anspruch 2 definierten Mistellektin-Propeptids durch Ami- 
nosaure-Deletion, Substitution, Insertion, Addition und/oder Austausche 
umfaftt. 

4. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 3 wobei das 
Fusionsprotein ferner die folgende Komponente aufweist: 

(d) ein Modulatormodul, das kovalent mit dem Prozessierungsmodul, dem 
Effektormodul und/oder mit dem Targetingmodul verbunden ist, und das 
die intrazellulare toxische Wirkung des Effektormoduls moduliert. 

5. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 4, wobei das Modulatormodul von einem 
Nukleinsauremolekul codiert wird, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 

(i) Nukleinsauremolekulen, die eine Nukleotidsequenz urnfassen, die die in 
Fig. 11.b angegebene Aminosauresequenz oder ein Fragment davon co- 
diert; 

(ii) Nukleinsauremolekulen, die die in Fig. I1.b angegebene Nukleotidse- 
quenz oder ein Fragment davon urnfassen; 
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(iii) Nukleinsauremolekulen, die mit einem Nukleinsauremolekui aus (i) Oder 
(ii) hybridisieren: und 

(iv) Nukleinsauremolekulen, die zu den in (iii) genannten Nukleinsauremole- 
kulen degeneriert sind. 

6. Nukleinsauremolekui nach Anspruch 5, wobei das Modulatormodul die biologi- 
sche Aktivitat der Mistellektin B-Kette besitzt und ein Allel oder Derivat der in 
Anspruch 5 definierten Mistellektin B-Kette durch Aminosaure-Deletion, Substi- 
tution, Insertion, Addition und/oder Austausche umfaftt. 

7. Nukleinsauremolekui nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei das Fusions- 
protein ferner die folgende Komponente aufweist: 

(e) ein Affinitatsmodul, daft kovalent mit dem Effektormodul, dem Prozessie- 
rungsmodul, dem Targetingmodul und/oder dem Modulatormodul verbun- 
den ist. 

8. Nukleinsauremolekui nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei das Prozessie- 
rungsmodul pflanzlichen Ursprungs und vorzugsweise die Sequenz 
SSSEVRYWPLVIRPVIA des ML-Propeptids oder die Sequenz S4-S3-S2-S1/- 
S1' umfalit, wobei S1 vorzugsweise fur die Aminosaurereste R/K und S2 vor- 
zugsweise fur die Aminosaurereste F/YA//L steht. 

9. Nukleinsauremolekui nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei das Targeting- 
modul eine Zelle des Immunsystems, eine Tumorzelle oder eine Zelle des Ner- 
vensystems spezifisch erkennt. 

10. Nukleinsauremolekui nach Anspruch 9, wobei die Zelle des Immunsystems eine 
Zelle des spezifischen Immunsystems, vorzugsweise eine T-Zelle, vorzugs- 
weise eine Tn2-Zelle oder eine Zelle des unspezifischen Immunsystems und 

die Tumorzelle eine entartete Zelle des Immunsystems ist. 
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11. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 10, wobei das Affinitats- 
modul eine Histidinsequenz, Thioredoxin, Strep-Tag, T7-Tag, Flag-Tag, Mal- 
tose-Bindungs-Protein oder GFP umfalit. 

12. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 11, wobei das Modula- 
tormodul die Mistellektin B-Kette oder ein Fragment oder Derivat davon oder die 
Peptide KDEL oder HDEL umfafit. 

i 

13. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 12, wobei die Mistellektin B-Kette einen 
Austausch in Aminosaureposition 23, 38, 68, 70, 75, 79, 235 oder 249 oder eine 
Kombination derartiger Austausche aufweist. 

14. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 13, wobei der Austausch in Position D23 
zu A, W38 zu A, D235 zu A, Y249 zu A, Y68 zu S, Y70 zu S, Y75 zu S und F79 
zu S vorliegt 

15. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 14, das DNA ist. 

16. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 14, das RNA ist. 

17 Vektor enthaltend ein Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruch 1 bis 16. 

18. Wirt, der mit einem Vektor nach Anspruch 17 transformiert ist oder ein Nuklein- 
sauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 16 enthalt. 

19. Wirt nach Anspruch 18, der ein prokaryontischer Wirt, vorzugsweise E. coli, Ba- 
cillus subtilis oder Streptomyces coelicolor oder ein eukaryontischer Wirt, vor- 
zugsweise eine Saccharomyces sp., Aspergillus sp., Spodoptera sp. oder 
Pichia pastoris ist 

20. Fusionsprotein, das von einem Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 
1 bis 16 codiert oder von einem Wirt nach Anspruch 18 oder 19 produziert wird. 
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21. Verfahren zur Herstellung eines Fusionsproteins nach Anspruch 20, wobei man 
einen Wirt nach Anspruch 18 Oder 19 unter geeigneten Bedingungen zuchtet 
und das Fusionsprotein isoliert. 

22. Arzneimittel, enthaltend ein Fusionsprotein nach Anspruch 20 und einen phar- 
mazeutisch vertraglichen Trager. 

23. Arzneimittel, enthaltend 

(a) ein Fusionsprotein, das von einem Nukleinsauremolekul nach einem der 
Anspruche 1 bis 3, 7 bis 1 1, 15 oder 16 codiert wird oder einen Vektor, der 
das Nukleinsauremolekul enthalt; und 

(b) ein Modulatormodul, das kovalent mit einem Prozessierungsmodul 
und/oder einem Effektormodul verbunden ist, das die intrazellulare toxi- 
sche Wirkung des Effektormoduls moduliert oder einen Vektor, der eine 
das Modulatormodul codierende Nukleinsaure enthalt. 

24. Arzneimittel nach Anspruch 23, wobei der Modulator die Mistellektin B-Kette 
oder ein Fragment oder Derivat davon umfafit. 



25. Arzneimittel nach Anspruch 24, wobei die Mistellektin B-Kette einen Austausch 

in Aminosaureposition 23, 38, 68, 70, 75, 79, 235 oder 249 oder eine Kombina- 

tion derartiger Austausche aufweist und wobei der Austausch in Position 23 

vorzugsweise ein Austausch D23 zu A, in Position 38 vorzugsweise W38 zu A, 

in Position 235 vorzugsweise D235 zu A, in Position 249 vorzugsweise Y249 zu 

* 

A, in Position 68 vorzugsweise Y68 zu S, in Position 70 vorzugsweise Y70 zu S, 
in Position 75 vorzugsweise Y75 zu S und in Position 79 vorzugsweise F79 zu 
S ist. 

26. Kit, enthaltend 

(a) einen Vektor, der ein Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 

bis 1 6 enthalt; und/oder 
(ba) einen Vektor, der ein Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruchel 

bis 3, 7 bis 1 1, 15 oder 16 enthalt; und 
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(bb) einen Vektor, der ein Nukleinsauremolekul enthalt, das einen Modulator 
codiert, der die intrazellulare toxische Wirkung des Effektormoduls modu- 
liert. 

27. Kit nach Anspruch 26, wobei der Modulator die Mistellektin B-Kette oder ein 
Fragment oder Derivat davon umfaftt. 

28. Kit nach Anspruch 27, wobei die Mistellektin B-Kette einen Austausch in Ami- 
nosaureposition 23, 38, 68, 70, 75, 79, 235 oder 249 oder eine Kombination 
derartiger Austausche aufweist und wobei der Austausch in Position 23 vor- 
zugsweise ein Austausch D23 zu A, in Position 38 vorzugsweise W38 zu A, in 
Position 235 vorzugsweise D235 zu A, in Position 249 vorzugsweise Y249 zu 
A, in Position 68 vorzugsweise Y68 zu S, in Position 70 vorzugsweise Y70 zu S, 
in Position 75 vorzugsweise Y75 zu S und in Position 79 vorzugsweise F79 zu 
S ist. 

29. Verwendung der Mistellektin B-Kette oder eines Fragments oder Derivats davon 
zur Modulierung der Wirksamkeit eines intrazellular aktiven Toxins. 

30. Verwendung nach. Anspruch 29, wobei das Toxin intrazellular ein Spaltprodukt 
eines Fusionsproteins ist, das die folgenden Komponenten aufweist: 

(a) ein Effektormodul, das das Toxin umfafit; 

(b) ein Prozessierungsmodul, das kovalent mit dem Effektormodul verbunden 
ist, und das eine Erkennungssequenz fur eine Protease aufweist; und 

(c) ein Targetingmodul, das kovalent mit dem Prozessierungsmodul verbun- 
den ist, und das spezifisch an die Oberflache einer Zelle bindet, wodurch 
die Internalisierung des Fusionsproteins in die Zelle vermittelt wird; und 
gegebenenfalls 

(d) ein Affinitatsmodul, das kovalent mit dem Effektormodul, dem Prozessie- 
rungsmodul, dem Targetingmodul und/oder dem Modulatormodul verbun- 
den ist. 
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31. Verwendung nach Anspruch 30, wobei wobei die Mistellektin B-Kette einen 
Austausch in Aminosaureposition 23, 38, 68, 70, 75, 79, 235 Oder 249 oder eine 
Kombination derartiger Austausche aufweist und wobei der Austausch in Posi- 
tion 23 vorzugsweise ein Austausch D23 zu A, in Position 38 vorzugsweise 
W38 zu A, in Position 235 vorzugsweise D235 zu A, in Position 249 vor- 
zugsweise Y249 zu A, in Position 68 vorzugsweise Y68 zu S, in Position 70 
vorzugsweise Y70 zu S, in Position 75 vorzugsweise Y75 zu S und in Position 
79 vorzugsweise F79 zu S ist. 

32. Verwendung nach einem der Anspruche 29 bis 31 , wobei das Toxin die A-Kette 
von Typ II RIP, vorzugsweise von Ricin, Mistellektin, Abrin, Ebulin, Modeccin 
und Volkesin oder von Typ I RIP, vorzugsweise von Saporin, Gelonin, Agrostin, 
Asparin, Bryodin, Colocin, Crotin, Curzin, Dianthin, Luffin, Trichosanthin oder 
Trichokirin ist oder ein intrazelluar toxisches Fragment oder Derivat davon ist. 

33. Verfahren zur in vitro Testung eines prospektiven Modulators, wobei man fol- 
gende Schritte durchfuhrt: 

(a) Transfektion einer Zielzelle mit einem Vektor, der ein Nukleinsauremolekul 
nach einem der Anspruche 1 bis 3, 7 bis 11,15 oder 1 6 enthalt; 

(b) Transfektion. einer Zielzelle mit einem Vektor, der eine Nukleinsaure ent- 
halt, die einen prospektiven Modulator codiert; 

(c) Expression der Nukleinsauren in der Zielzelle; und 

(d) Messung der modulierenden Aktivitat des prospektiven Modulators auf die 
Toxizitat des Toxins. 

34. Verfahren zur in vitro Testung eines prospektiven Modulators, wobei man fol- 
gende Schritte durchfuhrt: 

(a) Transfektion einer Zielzelle, die ein Nukleinsauremolekul nach einem der 
Anspruche 1 bis 3, 7 bis 11, 15 oder 16 enthalt, mit einem Vektor, der eine 
Nukleinsaure enthalt, die einen prospektiven Modulator codiert; 

(b) Expression der Nukleinsauren in der Zielzelle; und 

(c) Messung der modulierenden Aktivitat des prospektiven Modulators auf die 
Toxizitat des Toxins. 
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35. Verfahren zur Herstellung eines prospektiven Modulators, wobei man foigende 
Schritte durchfuhrt: 

(a) Transfektion einer Zielzelle mit einem Vektor, der ein Nukleinsauremolekul 
nach einem der Anspruche 1 bis 3, 7 bis 11, 15 oder 16 enthalt; 

(b) Transfektion einer Zielzelle mit einem Vektor, der eine Nukleinsaure ent- 
halt, die einen prospektiven Modulator codiert; 

(c) Expression der Nukleinsauren in der Zielzelle; 

(d) Messung der modulierenden Aktivitat des prospektiven Modulators auf die 
Toxizitat des Toxins; und 

(e) Isolierung des Modulators. 

36. Verfahren zur Herstellung eines prospektiven Modulators, wobei man foigende 
Schritte durchfuhrt: 

(a) Transfektion einer Zielzelle, die ein Nukleinsauremolekul nach einem der 
Anspruche 1 bis 3, 7 bis 11,15 oder 1 6 enthalt, mit einem Vektor, der eine 
Nukleinsaure enthalt, die einen prospektiven Modulator codiert; 

(b) Expression der Nukleinsauren in der Zielzelle; 

(c) Messung der modulierenden Aktivitat des prospektiven Modulators auf die 
Toxizitat des Toxins; und 

(d) Isolierung des Modulators. 
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Fig. 1 .a: Konstruktion eines Vektors zur Expression 

eines rML-ITF vom Typ TPE (bFGF-MLA) 



Nde I 
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Fig. 1 .b: C-terminale 

Processingsequenz 

von bFGF 



5 1 TCT GCT AAG AGC CAT 3 ' 

Ser Ala Lys Ser His 

i 



Potentielle 
Protease-Hydrolysestelle 




P 



Fig. 1c: Expressionsvektor 

des Effektormoduls 

(rMLA) 



17 Nde I 

Promoter 



Nrul Bam HI 





Fig. 2: Vektoren zur Expression der Module TPE (bFGF-MLA) 
und M (rMLB) zur in vitro Assoziation 



T7 

Promotor 



Nde I 




Bam HI jj Nde I Nde I Bam HI 

Promotor 










bFGF P 









WO 98/29540 



PCT/EP98/00009 



3/36 



Fig. 3: Konstruktion eines Vektors zur Expression eines ML-ITF 
vom Typ EPM T (ProML) 
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Fig. 3 Fortsetzu'ng 
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pML 7-17 Nde I / Bam HI Fragment 

(1,7 kb) 



Expressionsvektor pT7-7 
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Fig. 4. a: Rekombinante Darstellung von bFGF-MLA 
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Fig. 4.b: Rekombinante Darstellung von rMLA 
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Fig. 5.a: Rekombinante Darstellung von bFGF-MLA/rBML 

(Gesamtproteinfarbung) 




bFGF-MLA/rMLB 



Fig. 5.b: Rekombinante Darstellung von bFGF-MLA/rMLB 

(Western-Blot-Analyse) 
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Fig. 6: Rekombinante Darstellung von ProML 
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Fig. 7: Cytotoxizitat von bFGF-MU\ 
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Fig. 8.a: Cytoloxizitat von bFGF-MLA/rMLB 
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Fig. 8.b: Modulierung der Cytotoxizitat von bFG-MLA durch rMLB 
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Fig. 9. a: Cytotoxizitat von ProML 
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Fig. 9.b: Cytotoxizitat von Pro ML im Vergieich zu rML 
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Fig. 10: Beispielhafte Auswahl von Kdmbinationsmoglicnkeiten 

der rML-ITF-Module 
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Fig. 1 1 .a: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosaure- 

sequenz von rMLA 

Ndel 18 27 36 45 

5 ' CAT ATG TAC GAA CGT ATC CGT CTG CGT GTT ACC CAC CAG ACC ACC 
Met Tyr Glu Arg lie Arg Leu Arg Val Thr His Gin Thr Thr 

54 63 72 81 90 

GGT GAA GAA TAT TTC CGG TTC ATC ACG CTT CTC CGA GAT TAT GTC 
Gly Glu Glu Tyr Phe Arg Phe lie Thr Leu Leu Arg Asp Tyr Val 

99 108 117 126 135 

TCA AGC GGA AGC TTT TCC AAT GAG ATA CCA CTC TTG CGT CAG TCT 
Ser Ser Gly Ser Phe Ser Asn Glu He Pro Leu Leu Arg Gin Ser 



144 153 162 171 180 

ACG ATC CCC GTC TCC GAT GCG CAA AGA TTT GTC TTG GTG GAG CTC 
Thr He Pro Val Ser Asp Ala Gin Arg Phe Val Leu Val Glu Leu 

189 198 207 216 225 

ACC AAC CAG GGG GGA GAC TCG ATC ACG GCC GCC ATC GAC GTT ACC 
Thr Asn Gin Gly Gly Asp Ser He Thr Ala Ala He Asp Val Thr 

234 243 252 261 270 

AAT CTG TAC GTC GTG GCT TAC CAA GCA GGC GAC CAA TCC TAC TTT 
Asn Leu Tyr Val Val Ala Tyr Gin Ala Gly Asp Gin Ser Tyr Phe 

279 288 297 306 315 

TTG CGC GAC GCA CCA CGC GGC GCG GAA ACG CAT CTC TTC ACC GGC 
Leu Arg Asp Ala Pro Arg Gly Ala Glu Thr His Leu Phe Thr Gly 

324 333 342 351 360 

ACC ACC CGA TCC TCT CTC CCA TTC AAC GGA AGC TAC CCT GAT CTG 
Thr Thr Arg Ser Ser Leu Pro Phe Asn Gly Ser Tyr Pro Asp Leu 

369 378 387 396 405 

GAG CGA TAC GCC GGA CAT AGG GAC CAG ATC CCT CTC GGT ATA GAC 
Glu Arg Tyr Ala Gly His Arg Asp Gin lie Pro Leu Gly He Asp 



414 423 432 441 450 

CAA CTC ATT CAA TCC GTC ACG GCG CTT CGT TTT CCG GGC GGC AGC 
Gin Leu lie Gin Ser Val Thr Ala Leu Arg Phe Pro Gly Gly Ser 



459 468 477 486 495 

ACG CGT ACC CAA GCT CGT TCG ATT TTA ATC CTC ATT CAG ATG ATC 
Thr Arg Thr Gin Ala Arg Ser -He Leu lie Leu lie Gin Met lie 



504 513 522 531 540 

TCC GAG GCC GCC AGA TTC AAT CCC ATC TTA TGG AGG GCT CGC CAA 
Ser Glu Ala Ala Arg Phe Asn Pro lie Leu Trp Arg Ala Arg Gin 



WO 98/29540 PCT/EP98/00009 

15/36 



Fig. 1 1 .a Forisetzung: 

545 558 557 576 535 
TAG ATT AAC AGT GGG GCG TCA TTT CTG CCA GAC GTG TAG ATG CTG 

Tyr lie Asn Ser Gly Ala Ser Phe Leu Pro Asp Val Tyr Met Leu 

594 603 612 621 630 

GAG CTG GAG ACG AGT TGG GGC CAA CAA TCC ACG CAA GTC CAG CAT 

Glu Leu Glu Thr Ser Trp Gly Gin Gin Ser Thr Gin Val Gin His 

639 648 657 666 675 

TCA ACC GAT GGC GTT TTT AAt AAC CCA ATT CGG TTG GCT ATA CCC 

Ser Thr Asp Gly Val Phe Asn Asn Pro He Arg Leu Ala lie Pro 



684 693 702 729 738 

CCC GGT AAC TTC GTG ACG TTG ACC AAT GTT CGC GAC GTG ATC GCC 
Pro Gly Asn Phe Val Thr Leu Thr Asn Val Arg Asp Val He Ala 

747 756 765 Aval 

AGC TTG GCG ATC ATG TTG TTT GTA TGC GGA GAG CGC CCG AGT 3 ' 
Ser Leu Ala He Met Leu Phe Val Cys Gly Glu Arg Pro 



Fig. 1 1 .b: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosaure- 

saquen7 v on rMLR 



StuI 9 18 BsoLUH I 36 45 

5 * AGG CCT GTG ATA GCC GAT GAT GTT ACA TGT AGT GCT TCG GAA CCT 

Asp Asp Val Thr Cys Ser Ala Ser Glu Pro 

54 63 72 81 90 

ACG GTG CGG ATT GTG GGT CGA AAT GGC ATG TGC GTG GAC GTC CGA 
Thr Val Arg He Val Gly Arg Asn Gly Met Cys Val Asp Val Arg 

99 108 117 126 135 

GAT GAC GAT TTC CGC GAT GGA AAT CAG ATA CAG TTG TGG CCC TCC 
Asp Asp Asp Phe Arg Asp Gly Asn Gin He Gin Leu Trp Pro Ser 

144 153 162 171 180 

AAG TCC AAC AAT GAT CCG AAT CAG TTG TGG ACG ATC AAA AGG GAT 
Lys Ser Asn Asn Asp Pro Asn Gin Leu Trp Thr He Lys Arg Asp 

189 198 207 216 225 

GGA ACC ATT CGA TCC AAT GGC AGC TGC TTG ACC ACG TAT GGC TAT 
Gly Thr He Arg Ser Asn Gly Ser Cys Leu Thr Thr Tyr Gly Tyr 
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Fig. 11. b Fortsetzung: 
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234 243 252 251 270 

GCT GGC GTC TAT GTG ATG ATC TTC GAC TGT AAT ACT GCT GTG 
Ala Giy Val Tyr Val Met He Phe Asp Cys Asn Thr Ala Val 

279 288 297 305 315 

CGG GAG GCC ACT CTT TGG CAG ATA TGG GGC AAT GGG ACC ATC ATC 
Arg Glu Ala Thr Leu Trp Gin He Trp Gly Asn Gly Thr He He 

324 333 342 351 360 

AAT CCA AGA TCC AAT CTG GTT TTG GCA GCA TCA TCT GGA ATC AAA 
Asn Pro Arg Ser Asn Leu Val Leu Ala Ala Ser Ser Gly He Lys 

369 378 387 396 405 

GGC ACT ACG CTT ACG GTG CAA ACA CTG GAT TAC ACG TTG GGA CAG 
Gly Thr Thr Leu Thr Val Gin Thr Leu Asp Tyr Thr Leu Gly Gin 

414 423 432 441 450 

GGC TGG CTT GCC GGT AAT GAT ACC GCC CCA CGC GAG GTG ACC ATA 
Gly Trp Leu Ala Gly Asn Asp Thr Ala Pro Arg Glu Val Thr He 

459 468 477 486 495 

TAT GGG TTC AGG GAC CTT TGC ATG GAA TCA AAT GGA GGG AGT GTG 
Tyr Gly Phe Arg Asp Leu Cys Met Glu Ser Asn Gly Gly Ser Val 

504 '513 522 531 540 

TGG GTG GAG ACG TGC GTG AGT AGC CAA AAG AAC CAA AGA TGG GCT 
Trp Val Glu Thr Cys Val Ser Ser Gin Lys Asn Gin Arg Trp Ala 

549 558 567 576 585 

TTG TAC GGG GAT GGT TCT ATA CGC CCC AAA CAA AAC CAA GAC CAA 
Leu Tyr Gly Asp Gly Ser He Arg Pro Lys Gin Asn Gin Asp Gin 

594 603* 612 621 630 

TGC CTC ACC TGT GGG AGA GAC TCC GTT TCA ACA GTA ATC AAT ATA 
Cys Leu Thr Cys Gly Arg Asp Ser Val Ser Thr Val He Asn He 

639 648 657 666 675 

GTT AGC TGC AGC GCT GGA TCG TCT GGG CAG CGA TGG GTG TTT ACC 
Val Ser Cys Ser Ala Gly Ser Ser Gly Gin Arg Trp Val Phe Thr 

684 693 702 711 720 

AAT GAA GGG GCC ATT TTG AAT TTA AAG AAT GGG TTG GCC ATG GAT 
Asn Glu Gly Ala He Leu Asn Leu Lys Asn Gly Leu Ala Met Asp 

729 738 747 756 765 

GTG GCG CAA GCA AAT CCA AAG CTC CGC CGA ATA ATC ATC TAT CCT 
Val Ala Gin Ala Asn Pro Lys Leu Arg Arg He He lie Tyr Pro 

774 783 792 801 — 

GCC ACA GGA AAA CCA AAT CAA ATG TGG CTT CCC GTG CCA GGT GGA 
Ala Thr Gly Lys Pro Asn Gin Met Trp Leu Pro Val Pro Gly Gly 

ScoRV 819 BamHI 

TAT CAC TAG TAA GGA TCC 3 ' 

Tyr His *** *** 




WO 98/29540 



17/36 



PCT/EP98/00009 



Fig. 11.c: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosaure- 

sequenz des rML Propeptids 



Aval 18 27 35 

5' CGC CCG AGT TCC TCT GAG GTG CGC TAT ?GG CCG CTG 

Ser Ser Ser Glu Val Arg Tyr Trp Pro Leu 

Sfcul 63 BsdLUII T 

GTC ATA AGG CCT GTG ATA GCC GAT GAT GTT ACA TGT 3' 
Val lie Arg Pro Val lie Ala 
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ig. 11. a 1 : Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosaure- 

sequenz von rMLA 

9 18 27 36 45 

5 ' - TAC GAA CGT ATC CGT CTG CGT GTT ACC CAC CAG ACC ACC GGT GAA 
Tyr Glu Arg He Arg Leu'Arg Val Thr His Gin Thr Thr Gly Glu 

54 63 72 81 90 

GAA TAT TTC CGG TTC ATC ACG CTT CTC CGA GAT TAT GTC TCA AGC 
Glu Tyr Phe Arg Phe He Thr Leu Leu Arg As? Tyr Val Ser Ser 

99 108 117 126 135 

GGA AGC TTT TCC AAT GAG ATA CCA CTC TTG CGT CAG TCT ACG ATC 
Gly Ser Phe Ser Asn Glu He Pro Leu Leu Arg Gin Ser Thr He 

144 153 162 171 180 

CCC GTC TCC GAT GCG CAA AGA TTT GTC TTG GTG GAG CTC ACC AAC 
Pro Val Ser Asp Ala Gin Arg Phe Val Leu Val Glu Leu Thr Asn 

189 198 207 216 225 

CAG GGG GGA GAC TCG ATC ACG GCC GCC ATC GAC GTT ACC AAT CTG 
Gin Gly Gly Asp Ser He Thr Ala Ala. He Asp Val Thr Asn Leu 

234 243 252 261 270 

TAC GTC GTG GCT TAC CAA GCA GGC GAC CAA TCC TAC TTT TTG CGC 
Tvr Val Val Ala Tvr Gin Ala Glv Asp Gin Ser Tyr Phe Leu Arg 

279 288 ?297 306 315 

GAC GCA CCA CGC GGC GCG GAA ACG CAT CTC TTC ACC GGC ACC ACC 
Asp Ala Pro Arg Gly Ala Glu Thr His Leu Phe Thr Gly Thr Thr 

324 333 342 351 360 

CGA TCC TCT CTC" CCA TTC AAC GGA AGC TAC CCT GAT CTG GAG CGA 
Arg Ser Ser Leu Pro Phe Asn Gly Ser Tyr Pro Asp Leu Glu Arg 

369 378 387 396 405 

TAC GCC GGA CAT AGG GAC CAG ATC CCT CTC GGT ATA GAC CAA CTC 
Tyr Ala Gly His Arg Asp Gin He Pro Leu Gly He Asp Gin Leu 

414 423 432 441 . 450 

ATT CAA TCC GTC ACG GCG CTT CGT TTT CCG GGC GGC AGC ACG CGT 
He Gin Ser Val Thr Ala Leu Arg Phe Pro Gly Gly Ser Thr Arg 

459 468 477 486 495 

ACC CAA GCT CGT TCG ATT TTA ATC CTC ATT CAG ATG ATC TCC GAG 
Thr Gin Ala Arg Ser He Leu He Leu He Gin Met He Ser Glu 

504 513 522 531 540 

GCC GCC AGA TTC AAT CCC ATC TTA TGG AGG GCT CGC CAA TAC. ATT 
Ala Ala Arg Phe Asn Pro He Leu Trp Arg Ala Arg Gin Tyr He 



WO 98/29540 

Fig. 11. a 5 Fortsetzung: 



19/36 



PCT/EP98/00009 



549 

AAC AGT GGG 
Asn Ser Gly 

594 

GAG ACG AGT 
Glu Thr Ser 

639 

GAT GGC GTT 
Asp Gly Val 

684 

AAC TTC GTG 
Asn Phe Val 

729 

GCG ATC ATG 

Ala lie Met 



553 

GCG TCA TTT 
Ala Ser Phe 

603 

TGG GGC CAA 
Trp Gly Gin 

648 

TTT AAT AAC 
Phe Asn Asn 

693 

ACG TTG ACC 
Thr Leu Thr 

738 

TTG TTT GTA 
Leu Phe Val 



557 

CTG CCA GAC 
Leu Pro Asp 

612 

CAA TCC ACG 
Gin Ser Thr 

657 

CCA ATT CGG 
Pro lie Arg 

702 

AAT GTT CGC 
Asn Val Arg 

747 

TGC GGA GAG 
Cys Gly Glu 



575 

GTG TAC ATG 
Val Tyr Met: 

521 

CAA GTC CAG 
Gin Val Gin 

666 

TTG GCT ATA 
Leu Ala lie 

711 

GAC GTG ATC 
Asp Val lie 

756 

CGG CCA TCT 
Arg Pro Ser 



585 

CTG GAG CTG 
Leu Glu Leu 

630 

CAT TCA ACC 
His Ser Thr 

675 

CCC CCC GGT 
Pro Pro Gly 

720 

GCC AGC TTG 
Ala Ser Leu 



-3 ' 



Fig. 11.b':Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosaure- 
sequenz von rMLB 

9 18 27 36 45 

5' GAT GAT GTT ACC TGC AGT GCT TCG GAA CCT ACG GTG CGG ATT GTG 
Asp Asp Val Thr Cys Ser Ala Ser Glu Pro Thr Val Arg He Val 

54 63 72 81 90 

GGT CGA AAT GGC ATG TGC GTG GAC GTC CGA GAT GAC GAT TTC CGC 
Gly Arg Asn Gly Met Cys Val Asp Val Arg Asp Asp As.p Phe Arg 

99 108 117 126 135 

GAT GGA AAT CAG ATA CAG TTG TGG CCC TCC AAG" TCC AAC AAT GAT 
Asp Gly Asn Gin He Gin Leu Trp Pro Ser Lys Ser Asn Asn Asp 

144 153 162 171 180 

CCG AAT CAG TTG TGG ACG ATC AAA AGG GAT GGA ACC ATT CGA TCC 
Pro Asn Gin Leu Trp Thr He Lys Arg Asp Gly Thr He Arg Ser 

189 198 207 216 225 

AAT GGC AGC TGC TTG ACC ACG TAT GGC TAT ACT GCT GGC GTC TAT 
Asn Gly Ser Cys Leu Thr Thr Tyr Gly Tyr Thr Ala Gly Val Tyr 
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ig. H.b'Fortsetzung: 

234 243 252 261 270 

5 ' - GTG ATG ATC TTC GAC TGT AAT ACT GOT GTG CGG GAG GCC ACT CTT 

Val Met He ?he Asp Cys Asn Thr Ala Val Arg Glu Ala Thr Leu 

279 288 297 306 315 

TGG CAG ATA TGG GGC AAT GGG ACC ATC ATC AAT CCA AGA TCC AAT 

Trp Gin He Trp Gly Asn Gly Thr He He Asn Pro Arg Ser Asn 

324 333 342 351 360 

CTG GTT TTG GCA GCA TCA TCT GGA ATC AAA GGC ACT ACG CTT ACG 

Leu Val Leu Ala Ala Ser Ser Gly He Lys Gly Thr Thr Leu Thr 

369 378 387 396 405 

GTG CAA ACA CTG GAT TAC ACG TTG GGA CAG GGC TGG CTT GCC GGT 

Val Gin Thr Leu Asp Tyr Thr Leu Gly Gin Gly Trp Leu Ala Gly 

414 423 432 441 450 

AAT GAT ACC GCC CCA CGC GAG GTG ACC ATA TAT GGG TTC AGG GAC 

Asn Asp Thr Ala Pro Arg Glu Val Thr He Tyr Gly Phe Arg Asp 

459 468 477 486 495 

CTT TGC ATG GAA TCA AAT GGA GGG AGT GTG TGG GTG GAG ACG TGC 

Leu Cys Met Glu Ser Asn Gly Gly Ser Val Trp Val Glu Thr Cys 

504 513 522 531 540 

GTG AGT AGC CAA AAG AAC CAA AGA TGG GCT TTG TAC GGG GAT GGT 

Val Ser Ser Gin Lys Asn Gin Arg Trp Ala Leu Tyr Gly Asp Gly 

549 558 567 576 585 

TCT ATA CGC CCC AAA CAA AAC CAA GAC CAA TGC CTC ACC TGT GGG 

Ser He Arg Pro Lys Gin Asn Gin Asp Gin Cys Leu Thr Cys Gly 

594 603 612 621 630 

AGA GAC TCC GTT TCA ACA GTA ATC AAT ATA GTT AGC TGC AGC GCT 

Arg Asp Ser Val Ser Thr Val He Asn He Val" Ser Cys Ser Ala 

639 648 657 666 675 

GGA TCG TCT GGG CAG CGA TGG GTG TTT ACC AAT GAA GGG GCC ATT 

Gly Ser Ser Gly Gin Arg Trp Val Phe Thr Asn Glu Gly Ala He 

» 

684 693 702 711 720 

TTG AAT TTA AAG AAT GGG TTG GCC ATG GAT GTG-GCG CAA GCA AAT 

Leu Asn Leu Lys Asn Gly Leu Ala Met Asp Val Ala Gin Ala Asn 

729 738 747 756 765 

CCA AAG CTC CGC CGA ATA ATC ATC TAT CCT GCC ACA GGA AAA CCA 

Pro Lys Leu Arg Arg He He lie Tyr Pro Ala Thr Gly Lys Pro 



774 783 789 

AAT CAA ATG TGG CTT CCC GTG CCA 
Asn Gin Met Trp Leu Pro Val Pro 
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Fig. 11x J : Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosaure- 

sequenz des rML Propeptids 



9 18 
5 ' - TCC TCT GAG GTG CGC TAT TGG CCG 
Ser Ser Glu Val Arg Tyr Trp Pro 

27 36 45 48 

CTG GTC ATA CGA CCC GTG ATA GCC 
Leu Val lie Arg Pro Val lie Ala 



- 1 



Fig. 11.d.: Flankierende Bereiche der ProML-Genkassette 

im Expressionsvektor pT7ProML 
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TACAT ATG 
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Tyr ■■• ProML -y Pro 



TGA TAA GGATCCTCTAG 
# ★ ★ + ★ * 



Fig. 11.e.: Flankierende Bereiche der IML-Genkassette 

im Expressionsvektor plML-02-P 



Stu 1 Spe I BseRI BamHI Xba I Sal I 

. . . CAG GCC | TAC ~~ CAC I TAG TAA C TCCTCGGATC CTCTAGAGTCGACC . 

Gin Ala Tyr " ' * 1UL| * ■ * His *** *** 
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Fig. 12: Rekombinante Darstellung von rML 



Darstellung von rML durch in viiro Faltung j 
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Fig. 13: Rekombinante Darstellung von rlML (rML Alalp2y) 



Darstellung von rlML durch in vitro Faltung 
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Fig. 14: Cytotoxizitat von rIML mit inaktivierten Carbohydrate 

bindestellen im Vergteich zu rML (Wiidtyp) 




rML (Wiidtyp) 
rIML (rML Alal(32y) 
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ig. 15: Konstruktion eines Vektors zur Expression einer 
rMLB-Variante ohne Carbohydrataffinitat 
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Fig. 16.1: Konstruktion eines modularen pen'plasmatischen 

Expressionssystems zur Darstellung von ITF-Toxinen 
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Fig. 16.2 ortsetzung): 



pT7IML(Stul,Nhe I) 



Oligonukloetid-dirigierte Mutagenese 
(AAge I, Ava i, AEcoN I -> Age I) 
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Fig. 16.3 (Fortsetzung): 
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Kfonierung einer C-tenminalen synthetischen 
Linkerkassette inclusive Affinitatsmodul ("His-Tag") 



Klonierung einer C-terminalen synthetischen 

Linkerkassette 
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Fig. 18: Vektor zur Expression eines ITF-Toxins, spezifisch 

gegen eine P2-reaktive neuritogene T-Zell-Linie 
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Fig. 22: Mutagene Oligonukleotide zur Inaktivierung von 

Carbohydratbindestellen in rMLB 



1cc-Domane: 

1a, (D23A) : 5*- CATGTGCGTGGCCGTCCGAGATGACG -3 x (25-mer) 

1a 2 (W38A) : 5*- CAGATACAGTTGGCGCCCTCCAAGTCC -3 1 (27-mer) 

ip-Domane: 

1(i (Y68S, Y70S, Y75S, F79S) : 5'- GCTGCTTAACCACGTCTGGCTA . . . 

. . . TACTGCTGGCGTCTATGTGATGATCTTCGACTGTAATAC - 3 ' (61 - mer J 



2y-Domane: 

2yi (D23SA) : 5'- GGGTTGGCCATGGCTGTGGCGCAAGC -3* (26-mer) 
2y 2 (Y249A) : 5'- CGAATAATCATCGCTCCTGCCACAGG -3 l (26-mer) 



pT7-Se!ektionsprimer: 

pT7 Eco RV -> Ssp I: 5*- CTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGG -3' (3 5-mer) 
pT7 Ssp I -> Eco RV: 5*- CTTCCTTTTTCGATATCATTGAAGCATTTATCAGG -3 1 (3 5-mer) 



Fig, 23: Mutagene Oligonukleotide zur Konstruktion von 

modularen ITF-Genkassetten 



pT7 ANdo I -> Stu I: 

5'- CTTTAAGAAGGAGATATACAGGCCTACGAGAGGCTAAGAC -3 * (40-mer) 
pT7 Nhe I: 

5'- GTTACCTGCAGTGCTAGCGAACCTACGGTGCGG -3* (33-mer) 
pT7 AAgo I : 

S % - CCCACCAGACCACCGGCGAAGAATATTTCCGG -3*. (32-mer) 
pT7 Ava I: 

5*- GTTTGTATGCGGAGAGCGTCCCTCGAGCTCTGAGGTGCGC -3' (40-mer) 
pT7 I ML ANde I -> Age I: 

5*- CCGAATAATCATCGCTCCGGCCACCGGTAAACCAAATCAAATG -3 4 (43 -mer) 
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Fig. 24: Reinigung von ITF-P2-C1 an Ni-NTA-Sepharose 
unter denaturierenden Bedingungen 



j Affinitatschromatographie von ITF-P2-C1 an Ni-NTA-Sepharose 
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Fig. 25: Reinigung von ITF-P2-C1 an Ni-NTA-Sepharose 

unter physiologischen Bedingungen 



Affinitatschromatographie von ITF-P2-C1 an Ni-NTASepharose 
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Fig. 26: Prozessierung von plTF-P2-C1 bei der Produktion in E. colt 



Expressionsverlauf von ITF-P2-C1 (At = 30 min) 
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Fig. 27: Darsteilung von ITF durch in vitro Faltung 



Darstellung von ITF durch in vitro Faltung 
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Fig. 28: FACS-Analyse von P2-spezifischen T-Zellen nach 

zweistundiger Inkubation mit ITF-P2-C1 
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Fig. 29: FACS-Analyse von P2-spezifischen T-Zellen nach 

24-stundiger Inkubation mit ITF-P2-C1 
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(54) Title: RECOMBINANT FUSION PROTEINS BASED ON RIBOSOME-IN ACTIVATING PROTEINS OF EUROPEAN MISTLE- 
TOE VISCUM ALBUM 

(54) Bezeichnung: REKOMBINANTE FUSIONSPROTEINE AUF DER BASIS R1BOSOMEN-INAKTIVIERENDER PROTEINE DER 
M1STEL VISCUM- ALBUM 



(57) Abstract 

Nucleic acid molecules code for fusion proteins which contain at least one effector module, a processing module and a targeting 
module. The disclosed nucleic acid molecules preferably further contain a modulator module and/or an affinity module. Also disclosed are 
vectors containing these nucleic acid molecules, hosts transformed by the disclosed vectors, fusion proteins coded by the disclosed nucleic 
acids or produced by the disclosed hosts, and medicaments which contain the disclosed polypeptides or vectors. These medicaments are 
particularly significant for the therapy of diseases associated with a pathological reproduction and/or increased activity of cell populations. A 
temporary, abrupt and strong proliferation, infiltration and immune activity of cells of the immune system is found in auto-immune diseases 
and allergies, the specificity of these immune cells being due to their reaction to a particular antigen or allergen. These medicaments may 
also be advantageously used for treating tumours. The disclosed polypeptides and vectors can be used to develop medicaments and to test 
toxin activity-modulating factors. The invention thus also concerns corresponding processes, uses and kits. The modules, with the exception 
of the affinity and targeting modules, are preferably coded by nucleic acids extracted or derived from the mistletoe lectin proprotein coding 
sequence. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Nukleinsauremolekule, die Fusionsproteine codieren, die als Komponenten mindestens ein Effektormodul, ein 
Prozessierungsmodul und ein Targetingmodul enthalten. Vorzugsweise codieren die erfindungsgemaBen Nukleinsauremolekule ferner ein 
Modulatormodul und/oder ein Affinitatsmodul. Die Erfindung betrifft ferner Vcktoren, die diese Nukleinsauremolekule enthalten, Wirte, 
die mit den erfindungsgemaBen Vektoren transformiert sind, Fusionsproteine, die von den erfindungsgemaBen Nukleinsauren codiert oder 
von den erfindungsgemaBen Wirten produziert werden sowie Arzneimittel, die die erfindungsgemaBen Polypeptide oder Vektoren enthalten. 
Diese Arzneimittel haben besondere Bedeutung bei sotchen Erkrankungen, die auf der pathologischen Vermehrung und/oder der erhohten 
Aktivitiit von Zellpopulationen beruhen. Eine vorubergehende, schubartige starkc Proliferation, Infiltration und Immunaktivitat von Zellen 
des Immunsystems findet man bei Autoimmunerkrankungen und Allergien, wobei die Spezifitat dieser Immunzellen auf der Reaktion auf 
jeweils bestimmte Antigene bzw. Allergene beruht. Ferner kdnnen solche Arzneimittel auch vorteiihaft zur Tumortherapie eingesetzt 
werden. Die in dieser Erfindung beschriebenen Polypeptide und Vektoren konnen zur Entwicklung von Arzneimitteln und zur Testung von 
Toxinaktivitilt modulierenden Faktoren eingesetzt werden. Somit betrifft die Erfindung ferner entsprechende Verfahren, Verwendungen und 
Kits. Vorzugsweise werden die Module mit Ausnahme des Affinitats- und des Targetingmoduls von Nukleinsauren codiert, die aus der das 
Mistellektin-Proprotein codierenden Sequenz stammen oder davon abgeleitet sind. 
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